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Zusammenfassung 
Molekulare Biomarker, die eine Tumorbildung frühzeitig anzeigen können oder eine 
Vorhersage über den Verlauf einer Krebserkrankung erlauben, spielen eine zunehmend 
bedeutende Rolle in der modernen Medizin. Mit Hilfe geeigneter Biomarker könnte es 
zukünftig möglich sein, einen Tumor früher zu diagnostizieren, das Ansprechen des Tumors 
auf eine Therapieform richtig einzuschätzen, und mit Hilfe einer verbesserten Prognostik die 
für den Krebspatienten optimale Behandlungsstrategie zu ermitteln. Neuere 
Forschungsergebnisse zeigen eindeutig, dass aberrante DNA Methylierung eine zentrale 
Eigenschaft humaner Tumore ist und diese Methylierung signifikant mit dem 
Krankheitsprozess assoziiert ist. Daraus folgt, dass aberrante DNA Methylierung 
möglicherweise ein großes Potenzial für molekulare Biomarker aufweist. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden sechs Gene auf eine Qualität als DNA Methylierungs-Biomarker für das 
humane Mammakarzinom hin untersucht. Die Gene weisen als Substrat einer potenziellen 
DNA Methylierung eine CpG-Insel im Genpromotor auf.  Fünf dieser Gene (SFRP1, SFRP2, 
SFRP5, WIF1 und DKK3) kodieren für sezernierte Inhibitoren des Wnt-Signalwegs, welcher 
zelluläre Prozesse, wie z.B. Proliferation und Differenzierung reguliert. ITIH5 kodiert für ein 
Protein, welches an der Integrität der Extrazellulärmatrix und der Zelladhäsion beteiligt ist.  
An einer Auswahl benigner und maligner Brustzelllinien wurde initial die mRNA 
Expression dieser Gene mittels RT-PCR/Echtzeit-PCR bestimmt, sowie der 
Promotormethylierungs-Status durch Methylierungsspezifische PCR (MSP) nach DNA-
Bisulfit-Konversion ermittelt. Dabei zeigten maligne Brustzelllinien eine häufige 
Methylierung der betreffenden Gene, welche in jedem Fall mit einer Herabregulation der 
entsprechenden mRNA assoziiert war, wohingegen eine Nicht-Methylierung mit abundanter 
mRNA Expression der Gene korrelierte. Diese Assoziation wurde darüber hinaus funktionell 
bestätigt, da eine reduzierte mRNA Expression der Gene durch eine DNA-demethylierende 
in vitro Behandlung mit 5-Aza-2’-deoxycytidin und Trichostatin A signifikant induziert 
werden konnte. Somit war Promotormethylierung als der für den Expressionsverlust der 
sechs Gene in malignen Brustzelllinien verantwortliche Mechanismus identifiziert worden. 
Anschließend wurde die Promotormethylierung an einem großen Kollektiv primärer 
Mammakarzinome (n=204), sowie korrespondierender Normalgewebe (n=26) mittels MSP 
untersucht. Es konnte eine hohe Frequenz der Promotormethylierung in Brusttumoren 
detektiert werden (SFRP1: 81%; SFRP2: 83%; SFRP5: 73%; WIF1: 62%; DKK3: 61%; ITIH5: 
68%), wohingegen in Normalgeweben diese Gene nahezu ausschließlich unmethyliert 
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vorlagen. Somit stellt die Promotormethylierung dieser Gene im Brustkrebs ein 
tumorspezifisches Ereignis dar (P<0.0001). Für die Gene SFRP1, SFRP5, DKK3 und ITIH5 
wurde parallel an ausgewählten Tumorproben des Kollektivs die mRNA Expression über 
Echtzeit-PCR ermittelt. Dabei war ein mRNA Expressionsverlust (SFRP1: 87%; SFRP5: 62%; 
DKK3: 70%, ITIH5: 77%) für jedes der Gene signifikant mit der Promotormethylierung dieses 
Gens assoziiert. Für SFRP2, DKK3 und ITIH5 wurde die Expression in Brusttumoren auch 
auf Proteinebene immunhistochemisch quantifiziert. Dieses zeigte eine Reduktion der 
Proteinexpression von SFRP2 in 75%, DKK3 in 74% und ITIH5 in 70% der untersuchten 
Mammakarzinome. Insgesamt ergab sich somit für jedes Gen eine hohe Übereinstimmung 
zwischen der Frequenz einer Promotormethylierung und der Frequenz des 
Expressionsverlusts auf RNA- oder Proteinebene. Zusammen mit den Ergebnissen aus 
Untersuchungen an Zelllinien kann geschlussfolgert werden, dass die aberrante 
Promotormethylierung den zentralen molekularen Mechanismus darstellt, der zu einem 
frequenten Expressionsverlust und damit einer funktionellen Inaktivierung der untersuchten 
Gene im humanen Mammakarzinom führt. 
Eine relevante Korrelation der Methylierung mit kliniko-pathologischen Parametern konnte 
lediglich für ITIH5 erkannt werden, welches mit Faktoren der Metastasierung (positiver 
Nodal-Status, Anzahl befallener Lymphknoten und Auftreten von Fernmetastasen) assoziiert 
war. In univariaten Überlebensanalysen wurde gezeigt, dass eine Methylierung der Gene 
DKK3 und ITIH5 signifikant mit einem kürzeren rezidivfreien Überleben der Patientinnen 
assoziiert war. Zusätzlich war eine Methylierung von SFRP1, SFRP5, DKK3 und ITIH5 
signifikant mit einem kürzeren Gesamtüberleben assoziiert. In multivariaten Analysen 
konnten sich DKK3 und ITIH5 Methylierung als unabhängige prognostische Faktoren des 
Mammakarzinoms herausstellen, welche in der Lage waren das frühe Auftreten eines 
Rezidivs und ein verkürztes Gesamtüberleben der Patientinnen anzuzeigen. 
Hinsichtlich einer verbesserten Früherkennung konnte durch die Kombination der 
Methylierung von zwei Genen (SFRP1/SFRP2) ein Mammakarzinom in 96% aller Fälle auf 
der Gewebeebene detektiert werden. Erste Versuche, eine Methylierung der untersuchten 
Gene auch an Blutserum-Proben zu erfassen, wurden erfolgreich für die Gene SFRP1, DKK3 
und ITIH5 durchgeführt.  
Zusammenfassend ist es in dieser Arbeit gelungen, neue DNA Methylierungs-Biomarker des 
humanen Mammakarzinoms zu identifizieren, zu charakterisieren und geeignete 
Kandidaten für weitergehende prospektive klinische Studien vorzuschlagen. 
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Summary 
Molecular biomarkers, being capable of detecting the earliest forms of a malignancy or 
predicting the course of a cancer disease are of constantly growing interest in modern 
medicine. Such biomarkers will be useful in early cancer diagnosis, as well as in the 
prediction of a tumor’s response to a treatment regimen, and in combination with improved 
prognostication may help the clinician to select the most appropriate treatment option for 
the benefit of a cancer patient. Since aberrant DNA methylation is essentially involved in 
tumorigenesis, this alteration may provide a rich source of such molecular biomarkers. In 
this study, six genes were analyzed for a potential utility as a DNA methylation biomarker 
in human breast cancer. Five of these genes (SFRP1, SFRP2, SFRP5, WIF1 und DKK3) encode 
secreted inhibitors of the Wnt signaling pathway, which regulates fundamental processes, 
such as cell proliferation and differentiation. ITIH5 encodes an extracellular matrix protein, 
being involved in extracellular matrix integrity and in cell adhesion. 
As a prerequisite, each of the selected genes contains a CpG island within the gene 
promoter, being a potential substrate to aberrant DNA methylation. Initially, benign and 
malignant breast cell lines were selected for mRNA expression analysis of the respective 
genes by RT-PCR/realtime PCR, and also for promoter methylation analysis by 
methylation-specific PCR (MSP) after genomic DNA bisulfite conversion. Malignant cell 
lines commonly showed increased methylation in the analyzed gene promoters in close 
association with downregulation of mRNA transcripts, whereas unmethylated genes 
exhibited abundant mRNA expression. This association was functionally confirmed, since 
reduced mRNA expression of each methylated gene could be significantly induced in vitro 
by a DNA demethylating treatment with 5-aza-2’-deoxycytidine and trichostatin A. 
Therefore, promoter methylation was identified as the major molecular aberration leading to 
a common expression loss of the analyzed genes in malignant breast cell lines. 
Next, promoter methylation was investigated in a large cohort of primary breast carcinomas 
(n=204) and corresponding normal breast tissues (n=26) by MSP. This revealed a high 
frequency of promoter methylation in breast carcinomas (SFRP1: 81%; SFRP2: 83%; SFRP5: 
73%; WIF1: 62%; DKK3: 61%; ITIH5: 68%), whereas in normal breast tissues these genes were 
almost completely unmethylated. Therefore, promoter methylation of the analyzed genes 
represents a tumor-specific alteration in human breast cancer (P<0.0001). For SFRP1, SFRP5, 
DKK3 and ITIH5, mRNA expression was determined in parallel to MSP for selected samples 
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by realtime PCR. A detected frequent loss of mRNA expression (SFRP1: 87%; SFRP5: 62%; 
DKK3: 70%, ITIH5: 77%) was significantly associated with promoter methylation of the 
respective gene. Furthermore, SFRP2, DKK3 and ITIH5 expression was also quantified at the 
protein level by immunohistochemical staining, and revealed a frequent expression loss of 
SFRP2 in 75%, DKK3 in 74% and ITIH5 in 70% of the investigated breast carcinomas. 
Collectively, a high concordance between the frequency of promoter methylation and the 
frequency of expression loss could be detected for each analyzed gene. Taken together with 
the results from breast cell lines, promoter methylation represents the predominant 
molecular aberration that leads to a frequent expression loss and thereby functional 
inactivation of the investigated genes in human breast cancer. 
A relevant correlation of promoter methylation with clinico-pathological parameters could 
be detected for ITIH5 only, which was associated with features of metastasis (positive lymph 
node status, higher number of positive lymph nodes and occurrence of distant metastases). 
In univariate survival analyses, either a methylated DKK3 or ITIH5 promoter was 
significantly associated with shortened recurrence-free survival. Moreover, methylation of 
SFRP1, SFRP5, DKK3 or ITIH5 was significantly associated with poor overall survival. More 
important, in multivariate survival analyses DKK3 and ITIH5 methylation emerged as 
strong and independent prognostic factors, able to predict early tumor recurrence and poor 
overall survival in human breast cancer. 
With regard to early tumor detection, a methylation combination of two genes 
(SFRP1/SFRP2) was able to detect 96% of all investigated breast carcinoma samples. 
Preliminary experiments aiming at detection of promoter methylation of the selected genes 
in patient blood serum were successfully accomplished for SFRP1, DKK3 and ITIH5.  
In summary, the here presented study successfully identified novel and potentially useful 
DNA methylation biomarkers in human breast cancer. The clinical potency of these 
biomarkers was characterized and the most promising candidates were suggested for 
further validation in independent, prospective clinical studies. 
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R2   Bestimmtheitsmaß 
RFÜ   rezidivfreies Überleben 
RNA   Ribonukleinsäure 
RT   Reverse Transkription 
Stabw.   Standardabweichung 
T   Tumorgewebe 
TA   Annealingtemperatur 
Tab.   Tabelle 
TMA   Tissue Microarray, Gewebe-Mikroarray 
TSA   Trichostatin A 
TSS   Transcription start site; Transkriptionsstart 
UK   Universitätsklinikum 
UMD   Universale methylierte DNA 
UTR   Untranslatierte Region 
UUD   Universale unmethylierte DNA 
UV   ultraviolett 
v.a.   vor allem 
vs.   versus 
WT   Wildtyp 
x   Vergrößerung 
x g   multipliziert mit dem Gravitationsfaktor 
XTT   2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-
   2H-tetrazoliumhydroxid 
z.B.   zum Beispiel 
z.T.   zum Teil 
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1 EINLEITUNG 
 
1.1 Das humane Mammakarzinom 
 
1.1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms 
Das Mammakarzinom ist die am häufigsten diagnostizierte Krebserkrankung bei Frauen 
weltweit. Nach Angaben der IARC (International Association on Research of Cancer) erkranken 
weltweit pro Jahr etwa 1.2 Millionen Frauen an Brustkrebs, 410.000 von ihnen versterben an 
den Folgen der Erkrankung [Parkin et al., 2005]. In Deutschland waren im Jahr 2004 nach 
aktuellen Schätzungen des Robert Koch-Instituts (RKI) und der Gesellschaft der 
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (GEKID) etwa 57.000 Frauen betroffen. 
Die Anzahl der Sterbefälle an Brustkrebs betrug mehr als 18.000 Frauen im selben Jahr. 
Brustkrebs stellt mit einer Inzidenz von 27.8% aller malignen Erkrankungen die wichtigste 
Tumorentität bei Frauen dar (Abb. 1-1), gefolgt von malignen Erkrankungen des Darmes 
(17.5%) und der Lunge (6.4%) [RKI, 2008].  
 
 
Abb. 1-1: Prozentualer Anteil ausgewählter Tumorlokalisationen aller Krebs-Neuerkrankungen in 
Deutschland 2004 (verändert: nach [RKI, 2008]). 
 
 
Die Inzidenz von Brustkrebs hat über die letzten Jahrzehnte stetig zugenommen. So hat sich 
sie sich in Deutschland zwischen 1972 und 2002 etwa verdoppelt [Giersiepen et al. 2005]. 
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Trotz enormer Fortschritte in der Therapie des Mammakarzinoms in den letzten 
Jahrzehnten blieb die Mortalitätsrate relativ konstant [Abb. 1-2].  Die relative 5-Jahres-
Überlebensrate für Brustkrebspatientinnen, die vor wenigen Jahren noch bei 73% lag, 
konnte hingegen auf 81% gesteigert werden [RKI, 2008].  
 
 
Abb. 1-2: Altersstandardisierte Inzidenz und Mortalität in Deutschland 1980 – 2004, Fälle pro 100.000 
(verändert: nach [RKI, 2008]). 
 
 
Als Gründe für die steigende Inzidenz werden im Wesentlichen eine höhere 
Lebenserwartung der Bevölkerung, sowie eine verbesserte Vorsorge (z.B. Mammographie)  
erachtet. Daneben werden auch veränderte Lebensgewohnheiten, wie z.B. eine späte 
Schwangerschaft, veränderte Essgewohnheiten, Übergewicht, Alkoholkonsum und eine 
frühe Einnahme hormoneller Empfängnisverhütungsmittel als Gründe für die steigende 
Inzidenz vermutet. Zusätzlich werden eine frühe Menarche und eine späte Menopause als 
Risikofaktoren angesehen. Die Relevanz des Mammakarzinoms wird auch durch die 
Altersverteilung der Erkrankten deutlich. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 62 Jahren, 
somit 7 Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter für Krebs insgesamt [GEKID 2006]. 
Dabei steigt die Inzidenz zwischen dem 30. und dem 60. Lebensjahr stark an und bleibt 
danach konstant, bzw. fällt sogar leicht ab [GEKID 2006]. Die Mortalitätsrate ist bei jungen 
Patientinnen besonders hoch [Giersiepen et al. 2005]. Die Hauptursache für ein Versterben 
an Brustkrebs liegt in den meisten Fällen an einer erneuten Tumorbildung (Rezidiv), welche 
                                                                                                                                   Einleitung 
- 3 - 
aus einer minimalen Resterkrankung nach der Tumorresektion und einer adjuvanten 
Therapie entstanden ist. Möglicherweise werden solche Resterkrankungen jedoch zukünftig 
mittels verbesserter Diagnostik- und Therapiestrategien erfolgreich behandelbar. 
 
1.1.2 Histologie des Mammakarzinoms und Stadieneinteilung 
Die weibliche Brust besteht zum größten Teil aus Fettgewebe und Drüsenparenchym, sowie 
aus Bindegewebe, Lymph- und Blutgefäßen. Die Brustdrüse ist aufgebaut aus einem 
duktalen Anteil, bestehend aus den Milchgängen (Ductus lactiferi), die kleinere und größere 
Milch-abführende Gänge (Duktuli) bilden und in die Brustwarze (Papilla mammae) münden; 
sowie einem lobulären Anteil, den Drüsenläppchen (Lobuli), welche durch kleine 
Milchgänge zu Drüsenlappen verbunden sind (Abb. 1-3). 
 
 
Abb. 1-3: Schematische Darstellung der weiblichen Brust. (A) Ansicht von zwei Terminal-duktolobulären-
Einheiten (TDLE). (B) Querschnitt durch die weibliche Brust (verändert nach [Lüllmann-Rauch 2003]). 
 
 
Die Drüsenlappen stellen die Milch-produzierenden Strukturen des Milchgangssystems dar. 
Sowohl der duktale als auch der lobuläre Anteil bestehen hauptsächlich aus Epithelzellen. 
Die Drüsenläppchen bestehen aus einem inneren einschichtigen, luminalen Epithel, das 
durch eine Basalmembran vom umgebenden Bindegewebe getrennt ist. Zwischen den 
luminalen Epithelzellen und ihrer Basalmembran liegen basale Epithelzellen, die die 
Fähigkeit zur Kontraktion besitzen und Myoepithelien genannt werden. Kleine Milchgänge 
haben ebenfalls ein einschichtiges Epithel. Die größeren Milchgänge besitzen ein ein- bis 
zweischichtiges Epithel und glatte Muskulatur in ihrer Wand, die dem Milchtransport dient. 
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Erst durch weibliche Sexualhormone in der Pubertät kommt es zur Zunahme des 
Bindegewebes und zur Proliferation und Differenzierung des Drüsenbaumes zu 
laktierenden Brustdrüsen. Die Brustdrüse unterliegt daraufhin während des weiblichen 
Zyklus bis zur Menopause einem hohen hormonellen Einfluss [Lüllmann-Rauch, 2003].  
Entsprechend des histologischen Ursprungs unterscheidet man Milchgangkarzinome 
(duktale Karzinome) von Läppchenkarzinomen (lobuläre Karzinome). Das duktale 
Karzinom stellt mit ca. 70-80% aller Brustkrebserkrankungen die häufigste Form dar, gefolgt 
von lobulären Karzinomen mit einer Häufigkeit von ca. 10-20%. Studien von Wellings et al. 
[1975] zeigten, dass die Mehrzahl der Mammakarzinome von der terminalen duktulo-
lobulären Einheit (TDLE) (Abb. 1-3A) ausgeht. Die Zellen in der TDLE teilen und 
differenzieren sich sehr schnell, um sich an die physiologischen Bedingungen der 
Brustdrüse anzupassen. Somit sind sie anfälliger für genetische Mutationen, die dann zu 
abnormer proliferativer Aktivität und Neoplasie führen können [Tavassoli, 1992]. Neben 
diesen Hauptgruppen des Mammakarzinoms gibt es einige seltenere Varianten (zusammen 
ca. 5-10%), die sich aufgrund ihrer Histologie von den duktalen und lobulären Karzinomen 
unterscheiden [Mallon et al. 2000], wie z.B. das tubuläre, das medulläre und das muzinöse 
Karzinom. 
Basierend auf histologischen Untersuchungen wurde postuliert, dass Brustkrebs 
verschiedene Stadien der Entwicklung durchläuft (multi-step process) [Russo et al., 1993; 
Russo et al., 1998]. Nach diesem Modell stellen atypische Hyperplasien, in situ Karzinome, 
invasive Karzinome und schließlich Metastasen progressive Entwicklungsstadien der 
Brustkrebserkrankung dar (Abb. 1-4).  
 
 
Abb. 1-4: In vivo Modell der neoplastischen Progression von humanen Brusttumoren [Russo et al., 
1998]. 
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Im Unterschied zu den invasiven Formen zeichnen sich die in situ Formen darin aus, dass 
die entarteten Zellen noch auf die ursprünglichen Komponenten, d.h. die Duktuli oder die 
Lobuli begrenzt sind und noch nicht das benachbarte Gewebe infiltrieren. 
Neben dieser histologischen Klassifizierung wird auch die Ausdehnung des Tumors sowie 
dessen Stadieneinteilung beschrieben. Die Stadieneinteilung (Staging) erfolgt nach dem 
weltweit etablierten TNM-System, das von der „Union Internationale Contre le Cancer“ 
(UICC) [2002] erarbeitet worden ist. Dieses bewertet die Ausdehnungs-Kategorien 
Tumorgröße (T), Nodal-Status (N) und Fernmetastasen-Status (M). Die Einteilung der TNM-
Kategorien wird postoperativ anhand des histo-pathologischen Befundes vorgenommen. 
Zur Verdeutlichung wird der Kategorienbezeichnung daher das Suffix p vorangestellt (z.B. 
pT). Die Kriterien für eine TNM-Klassifikation werden im Anhang 6.5 näher erläutert. Ist die 
Ausdehnung der Erkrankung bekannt, so kann das Stadium der Erkrankung bestimmt 
werden (Tab. 1-1). Das Krankheitsstadium spielt dann vor allem bei der Prognose und der 
Auswahl einer individuellen Therapie eine Rolle. 
 
Tab. 1-1: Einteilung der Krankheitsstadien beim Brustkrebs. 
 
Stadium Tumor bzw. 
Tumorgröße (pT) 
Umgebende Lymphknoten 
(pN) 
Fernmetastasen 
(pM) 
0 In situ-Karzinome Nicht befallen Nein 
I < 2 cm Nicht befallen Nein 
IIA 2 – 5 cm Befallen Nein 
IIB > 5 cm Nicht befallen Nein 
IIIA < 5 cm Befallen und verklebt Nein 
IIIB < 5 cm Befallen Nein 
IV Tumor jeder Größe Befallen oder nicht befallen Ja 
 
 
Ein weiterer Parameter der histologischen Tumorbewertung ist die Tumorgraduierung 
(Grading). Histo-pathologisch werden dabei die Kriterien Tubulusbildung, Kernpleomorphie 
und Mitoserate nach Elston und Ellis bestimmt [1993]. Nach diesen Kriterien wird dann der 
Malignitätsgrad des Tumors beurteilt. Dabei sind ein gut differenzierter Tumor (G1) mit 
einem niedrigen Malignitätsgrad, ein mäßig differenzierter Tumor mit einem mäßigen 
Malignitätsgrad (G2) und ein entdifferenzierter Tumor mit einem hohen Malignitätsgrad 
(G3) assoziiert. Die Auflistung der Kriterien für die Tumorgraduierung ist im Anhang 6.5 
dargestellt. 
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1.1.3  Ätiologie des Mammakarzinoms 
Brustkrebs ist eine komplexe Erkrankung der weiblichen und auch sehr selten (ca. 1%) der 
männlichen Brustdrüse [Backe, 2002]. Diese Erkrankung ist durch die Akkumulation 
unterschiedlicher molekularer Aberrationen charakterisiert. [Bertucci et al., 2002; Zugmaier 
et al., 2003]. Die Art und Häufung dieser Veränderungen, wie beispielsweise Mutationen, 
chromosomale Instabilität oder epigenetische Ereignisse sind vielen Neoplasien gemeinsam 
und beeinträchtigen die Funktion der Zellen hinsichtlich Wachstum und Tod erheblich 
[Borresen-Dale, 2003]. Solche molekularen Veränderungen betreffen hauptsächlich zwei 
verschiedene Genklassen: Onkogene und Tumorsuppressorgene [Strachan und Read, 1996]. 
Onkogene fördern beispielsweise aktiv die Zellproliferation. Zu dieser Gruppe können Gene 
zählen, die für Tyrosinkinase-Rezeptoren (HER2/neu) oder Transkriptionsfaktoren (z.B. c-
myc) kodieren. Tumorsuppressorgene hingegen wirken häufig als Inhibitoren zellulärer 
Proliferation (z.B. TP53) [Cho and Vogelstein, 1992], und können durch einen 
Funktionsverlust an der Tumorgenese beteiligt sein. Da Mutationen in 
Tumorsuppressorgenen rezessiv sind, müssen beide Allele eines Genes mutiert sein, damit 
es zur phänotypischen Ausprägung der Mutation kommt. Knudsons "two hit"-Hypothese 
besagt, dass das erste Allel durch eine Mutation in der Keimbahn oder durch eine 
somatische Mutation inaktiviert wird. Später wird dann auch das zweite Allel durch eine 
weitere somatische Mutation inaktiviert [Knudson, 1971]. So ist z.B. erst die Inaktivierung 
beider Allele des Tumorsuppressorgens TP53 mit einem Funktionsausfall des Gens 
verbunden, und dieser Funktionsverlust mit der Tumorentwicklung assoziiert 
[Valgardsdottir et al., 1997].  
Genetische Veränderungen können bereits in der Keimbahn vorhanden sein und somit 
vererbt werden. Aus einer derartigen Prädisposition entstandene Tumorerkrankungen 
werden unter dem Begriff „familiäre Karzinome“ zusammengefasst. Bei 
Mammakarzinomen sind ca. 5% der Tumore erblich prädisponiert [Newman et al., 1988]. 
Bei diesen Patientinnen treten Mutationen in den beiden Tumorsuppressorgenen BRCA1 
(breast cancer 1, early onset) und BRCA2 (breast cancer 2, early onset) gehäuft auf [Miki et 
al., 1994; Blackwood und Weber, 1998]. Die Mehrheit der Brusttumore (90-95%) tritt jedoch 
nicht familiär, sondern sporadisch auf und entsteht aus einer Vielzahl genetischer 
Veränderungen in somatischen Epithelzellen. Zu diesen Veränderungen zählen 
Punktmutationen, Translokationen, Inversionen, Duplikationen, Amplifikationen und 
Deletionen [Pandis et al., 1995; Schröck et al., 1996]. 
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In über 60% der Mammakarzinome wurden Amplifikationen von DNA-Abschnitten 
beschrieben [Courjal et al., 1997; Hermsen et al., 1998; Lu et al., 1998]. In diesen 
amplifizierten Regionen liegen bekannte tumorassoziierte Gene wie MYC, ERBB2, CCND1, 
FGFR1 und MDM2. In den letzten Jahren konnte die Diagnostik und Therapie von 
Brustkrebs durch die Entdeckung und klinische Anwendung dieser tumorrelevanten Gene 
entscheidend verbessert werden. Ein Beispiel hierfür ist das Onkogen ERBB2. Es kodiert für 
einen Tyrosinkinase-Rezeptor (HER2/neu) [Shawver et al., 2002; Cho et al., 2003] und ist in 
ungefähr 30% aller Mammakarzinome amplifiziert [Kallioniemi et al., 1992]. Bei Tumoren, 
die eine ERBB2-Amplifikation aufweisen, hat sich ein Antikörper (Herceptin) gegen das 
HER2-Protein als effektiver Inhibitor in der Tumortherapie erwiesen [Vogel et al., 2001]. 
 
1.1.4 Diagnoseparameter 
Die gegenwärtige Diagnostik eines Mammakarzinoms beginnt überlicherweise mit dem Er-
tasten von Knoten in der Brust (Palpation). Diese Knoten können durch visualisierende 
Verfahren, wie beispielsweise die Mammographie, Sonographie oder Kernspintomographie 
weiter untersucht werden. Erhärtet sich der Tumorverdacht, wird das verdächtige 
Tumorgewebe entfernt. Vor dem chirugischen Eingriff kann eine Feinnadelbiopsie erfolgen. 
In anschließenden pathologischen Untersuchungen wird das Gewebe auf Integrität sowie 
auf gewebe- und zelltypische Merkmale von Tumoren untersucht, um weiter mögliche 
Behandlungmaßnahmen, ggf. auch bereits vor der Operation, zu treffen. 
Diagnostische Marker, die geeignet sind um eine Brustkrebserkrankung früh zu detektieren, 
sind bislang in der klinischen Routine noch nicht etabliert. Am weitesten verbreitet sind z. 
Zt. die serologischen Marker CEA und CA 15-3, jedoch ist deren klinische Sensitivität in 
frühen Brustkrebsstadien so gering [Dnistrian  et al., 1991; Gion t al., 1991; Molina et al., 
1998], dass ein genereller Einsatz als diagnostischer Marker zur Brustkrebsfrüherkennung 
von der European Group on Tumor Markers (EGTM) nicht empfohlen wird. Deshalb ist zur 
Früherkennung von Brustkrebs nach wie vor die Mammographie die Methode der Wahl, 
obwohl auch bei diesem Verfahren ca. 20% der Brusttumore unentdeckt bleiben [Vlahou et 
al., 2003]. Weiterhin führt diese Methode zu einer signifikanten Rate an falsch-positiven 
Befunden mit anschließender klinischer Konsequenz [Gotzsche und Nielsen 2006], weshalb 
der Nutzen der Mammographie immer noch kontrovers diskutiert wird [Nekolla et al., 
2005]. Diese kritische Einschätzung der Mammographie basiert jedoch auf Erhebungen aus 
Ländern, in denen ein solches Screening bereits seit mehreren Jahren praktiziert wird. In 
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Deutschland wurde ein flächendeckendes Mammographie-Screening erst im Jahr 2008 
eingeführt, und die Effizienz dieser Methode nach den hierzulande praktizierten 
Qualitätsstandards wird sich erst in einigen Jahren zeigen [Diekmann und Diekmann, 2008]. 
 
1.1.5 Prognose- und Prädiktionsparameter 
Im Rahmen von Brustkrebserkrankungen sind drei prinzipiell verschiedene Arten von 
Tumormarkern von klinischem Interesse. Diagnostische Marker ermöglichen ein Auffinden 
der Krankheit möglichst zu einem frühen Zeitpunkt der Erkrankung. Prognostische Marker 
helfen, den erwarteten Krankheitsverlauf, ohne Berücksichtigung der Art und der Intensität 
einer angewandten Therapie, einzuschätzen. Prädiktive Marker ermöglichen eine Aussage 
über die Wirkung einer bestimmten Therapie auf den Krankheitsverlauf [Ross et al. 2004, 
Ross et al. 2005]. Ist der Tumormarker dabei ein messbares Produkt verschiedenster 
biologischer Stoffklassen (z.B. Proteine, Nukleinsäuren oder Kohlenhydratantigene), so 
spricht man in diesem Fall von einem Biomarker. 
 
Zur Durchführung einer optimalen Therapie haben sich in den letzten Jahrzehnten 
prognostische Marker etabliert, die zusammengenommen den zu erwartenden 
Krankheitsverlauf annäherungsweise beschreiben können. Zu diesen morphologischen 
prognostischen Parametern gehören der regionäre Lymphknotenbefall, die 
Fernmetastasierung, die Tumorgraduierung, die Größe des Primärtumors, sowie auch die 
Bestimmung der Steroidhormonrezeptoren (Östrogenrezeptor und Progesteronrezeptor). 
Bis heute ist der axilläre Lymphknotenstatus beim Mammakarzinom der stärkste 
Prognosefaktor für Tumorrezidivbildung und das Überleben der Patientin [Carter et al., 
1989; Zugmaier et al., 2003]. Die Überlebenszeit korreliert negativ mit der Anzahl befallener 
Lymphknoten. Bei Patientinnen mit Brusttumoren ohne Lymphknotenbefall liegt die 5-
Jahres-Überlebenszeit zwischen 70 - 80%, wohingegen bei Mammakarzinomen mit mehr als 
10 Lymphknotenmetastasen die 5-Jahres-Überlebenszeit lediglich bei 20 - 30% liegt [Mittra, 
2002]. Für nodal-negative Patientinnen ist die Tumorgröße ein wichtiger prognostischer 
Faktor, während bei nodal-positiven Patientinnen der Faktor der Tumorgröße von der 
prognostischen Kraft des Lymphknotenbefalls überlagert wird. Eine Fernmetastasierung 
bereits bei Diagnosestellung des Tumors zeigt a priori eine schlechte Prognose an. Der 
Steroidhormonrezeptorstatus zeigt eine eigenständige Relevanz für das Gesamtüberleben. 
Adjuvant unbehandelte Patientinnen mit einem positiven Rezeptorstatus leben signifikant 
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länger als Patientinnen mit negativem Befund [McCarty et al., 1990; Anderson et al., 1991; 
Bardou et al., 2003]. Dabei lässt sich eine Prognose anhand des Östrogenrezeptor-Status nur 
für die erste Zeit nach der Operation stellen. Bereits für das rückfallfreie Überleben nach ca. 
7 Jahren ist der Östrogenrezeptor-Status kein prognostischer Biomarker mehr, da sich die 
Überlebenszeit-Intervalle Rezeptor-positiver und –negativer Patientinnen angleichen [Fisher 
et al. 1988]. 
Als prädiktiver Biomarker ist der Steroidhormonrezeptor-Status dazu geeignet, ein 
Ansprechen der Patientin auf eine adjuvante Hormontherapie (z.B. Tamoxifen) 
vorherzusagen [Locker, 1998; Bertucci et al. 2000]. In der auch endokrine Therapie 
genannten Behandlung wird mittels Östrogenanaloga versucht, den Östrogenrezeptor zu 
blockieren und damit eine verstärkte Zellproliferation einzudämmen. Auf der anderen Seite 
zeigt die endokrine Therapie bei einem Drittel der Östrogen/ Progesteronrezeptor-positiven 
Tumore keine Wirkung [Di Leo et al., 2002]. Darüber hinaus entwickelt eine hohe Anzahl 
von Hormonrezeptor-positiven Patientinnen im Verlauf dieser Therapie eine Resistenz 
gegenüber Tamoxifen [Taylor et al., 1982; Moy et al., 2006], was die Limitierungen dieser 
Therapie verdeutlicht. 
Das Proto-Onkogen ERBB2 gehört neben den Steroidhormonrezeptoren zu den am besten 
validierten prädiktiven Biomarkern [Murphy et al., 2005]. Eine Amplifikation des ERBB2 
Locus und eine Überexpression des entsprechenden Proteins (HER2/neu) wird in ungefähr 
30% aller invasiven Mammakarzinome gefunden [Slamon et al., 1987]. Bei HER2-positiven 
Mammakarzinomen wird gegenwärtig die First-line-Chemotherapie in Verbindung mit dem 
monoklonalen HER2-Antikörper Trastuzumab durchgeführt [Vogel et al., 2001; Slamon et 
al., 2001]. 
 
1.1.6 Potenzielle Prognose- und Prädiktionsmarker im Mammakarzinom 
Zahlreiche weitere potenzielle Biomarker im Mammakarzinom sind Gegenstand der 
aktuellen Forschung bzw. werden z. Zt. in klinischen Studien validiert.  Dabei sind vor 
allem die Tumor-assozierten Proteolysefaktoren uPA (Plasminogenaktivator vom Typ 
Urokinase) und PAI-1 (Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1) interessant, die das höchste 
Evidenzniveau für den klinischen Nutzen neuer Prognosefaktoren erreicht haben [Harbeck 
et al., 2002,  2004;  Look et al., 2002]. Hohe Konzentrationen von uPA und PAI-1 im 
Primärtumor gehen mit einem erhöhten Metastasierungsrisiko und mit einem kürzeren 
krankheitsfreien Überleben einher [Hayes et al., 1996]. Nodal-negative Patientinnen mit 
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niedriger uPA/PAI-1 Expression im Tumor haben eine sehr gute Prognose, so dass eine 
adjuvante Chemotherapie bei diesen Patientinnen nicht indiziert scheint [Harbeck et al., 
1999; Jänicke et al., 2001]. 
Aus der Gruppe der Tumorsuppressorgene hat TP53 die größte Bedeutung. Mutationen in 
diesem Gen finden sich vor allem in weit fortgeschrittenen Stadien verschiedener 
Tumorentitäten. Beim Mammakarzinom gelten sie als prognostisch signifikant und werden 
vor allem bei besonders aggressiven Formen von Brustkrebs vorgefunden [Seshadri et al. 
1996].  
Ein weiterer potenzieller Marker ist der Epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor 1 (EGFR). 
EGFR ist ein wichtiger prognostischer Faktor in Brusttumoren mit variabler Expression, der 
negativ mit der Expression des Östrogenrezeptors korreliert [Fitzpatrick et al., 1984; Walker 
und Dearing, 1999].  
In neuerer Zeit wurden zwei Biomarker von der US Food and Drug Admistration (FDA) 
zugelassen. Ende 2004 wurde der CellSearch® Test (Veridex, USA) eingeführt. Mit diesem 
Test weist man zirkulierende Tumorzellen im Blut von Brustkrebspatientinnen nach, um 
eine prognostische Aussage über den Krankheitsverlauf der Patientinnen zu ermöglichen 
[Gilbey et al., 2004; Riethdorf et al.,  2007]. Zusätzlich ist seit Februar 2007 ein RNA Chip-
basierter Test (MammaPrint®, Agendia, NL) von der FDA zugelassen, der eine Prognose 
über das Rezidivrisiko Nodal-negativer Patientinnen anhand des Expressionsmusters von 
70 Genen erlaubt [van 't Veer et al.,  2002; Weigelt et al., 2003]. Ein ähnlicher Assay ist 
Oncotype DX®  (Genomic Health, USA), der ein Rezidivrisiko Nodal-negativer, 
Östrogenrezeptor-positiver Patientinnen anhand eines Genexpressionsprofils von 21 Genen 
erlaubt [Paik et al., 2004; Habel et al., 2006]. Dieser Test wird bislang ohne FDA-Zulassung 
verwendet. 
Zahlreiche weitere Proteine, wie Kathepsin D, B und L, IGF, MIB-1, MDM2, und auch 
biochemische Parameter zur Erfassung der Proliferationskinetik (S-Phase-Fraktion, 3H-
Thymidin-markierungsindex, Expression von Ki67) werden als potenzielle prognostische 
Marker für Brustkrebs aktuell diskutiert und evaluiert. 
 
Die in Kapitel 1.1.1 dargestellte hohe Inzidenz des Mammakarzinoms, sowie das Faktum 
einer über die Jahre konstant bleibenden Mortalitätsrate trotz enormer Fortschritte in der 
Diagnostik und Therapie belegen eindrucksvoll die Notwendigkeit, molekulare Ursachen 
dieser Erkrankungsgruppe weiter zu erforschen. Neu identifizierte Zielmoleküle, Biomarker 
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und Strategien für die Diagnostik und Therapie des Brustkrebses könnten dabei genutzt 
werden, um eine hocheffiziente, individualisierte Medizin zu erreichen. Ein relativ neuer 
Aspekt der molekular-onkologischen Forschung hat in den vergangenen Jahren höchste 
Aufmerksamkeit erhalten. Zum ersten Mal war gezeigt worden, dass humane Malignome 
neben genetischen Aberrationen eine Vielzahl von epigenetischen Veränderungen 
aufweisen [Feinberg und Vogelstein, 1983]. So hat sich gerade in den letzten Jahren ein 
Paradigmenwechsel in der onkologischen Forschung abgezeichnet, welcher „Krebs“ nicht 
mehr ausschließlich als genetische Erkrankung, sondern auch als epigenetische Erkrankung 
ansieht [Esteller, 2008]. Im Folgenden soll die Rolle der Epigenetik und deren klinische 
Relevanz für humane Tumorerkrankungen näher erläutert werden. 
 
 
1.2  Epigenetik 
 
1.2.1 Grundlagen der Epigenetik 
Der Begriff „Epigenetik“ bezeichnet die vererbbare Modifikation der Expression von Genen, 
welche nicht mit der Veränderung der primären DNA-Sequenz einher geht [Holliday, 1987]. 
Die epigenetische Regulation der Genaktivität ist in einer Vielzahl unterschiedlicher 
fundamentaler Prozesse involviert. Sie reguliert z.B. spezifische Expressionsmuster während 
der Embryonalentwicklung [Ehrlich 2003] und bedingt genomisches Imprinting paternaler 
und maternaler Gene [Feil und Khosla, 1999]. Weiterhin erfolgt die Inaktivierung eines X-
Chromosoms in weiblichen Zellkernen über epigenetische Modifikation [Chow und Brown 
2003] ebenso wie Mechanismen der Immunabwehr [Goldberg et al.,  2000]. Die wichtigsten 
epigenetischen Ereignisse sind dabei die chemische Modifikation von DNA und von 
Histonproteinen [Bird, 2002; Jones und Baylin, 2002; Herman und Baylin, 2003; Egger et al., 
2004]. 
Die zentrale Einheit des Chromatins ist das Nukleosom, das durch ein Oktamer aus je zwei 
Histonproteinen H2A, H2B, H3 und H4 gebildet wird, um welches sich jeweils eine DNA-
Schleife aus 146 bp windet [Fischle et al., 2003]. Posttranslationale Modifikationen von 
Histonen, insbesondere der Aminosäuren Arginin, Lysin und Serin spielen eine 
entscheidende Rolle in der epigenetischen transkriptionellen Kontrolle. Dabei sind die 
Acetylierung, die Methylierung, die Ubiquitinierung sowie die Phosphorylierung dieser 
Aminosäuren an spezifischen Positionen grundlegend für die transkriptionelle Aktivität 
                                                                                                                                   Einleitung 
- 12 - 
[Cosgrove et al., 2004, Strahl und Allis, 2000; Esteller und Almouzni, 2005]. Von den 
genannten Modifikationen ist die Histonacetylierung am besten untersucht. Sie wird aus 
einer balancierten Aktivität von Histonacetyltransferasen und Histondeactylasen 
aufrechterhalten. Dabei ist eine Acetylierung von Histonen generell mit einer 
Chromatindekondensation und transkriptioneller Aktivierung verbunden, wohingegen eine 
Deacetylierung generell mit Chromatinkondensation und transkriptioneller Repression 
einhergeht [Richards und Elgin, 2002]. Neben der Acetylierung stellt die Methylierung von 
Histonen einen wichtigen Faktor für die Genaktivität dar. So ist eine Methylieung von Lysin 
9 und Lysin 27 an Histon 3 (kurz: H3K9 bzw. H3K27) mit einer gesteigerten Genexpression 
assoziiert, die Methylierung von H3K4 jedoch häufig mit einer Genrepression verbunden 
[Lachner und Jenuwein, 2002]. Die Gesamtheit der Histonmodifikationen trägt somit 
entscheidend zur Konformation der Chromatinstruktur und der transkriptionellen Aktivität 
der betreffenden Gene bei [Jenuwein und Allis, 2001]. 
Insbesondere im Genom von Säugern spielt eine epigenetische Modifikation von 
genomischer DNA mittels Methylierung von Cytosin-Basen eine besondere Rolle. Neben 
seltener Methylierung von anderen Basen werden hauptsächlich Cytosin-Reste in der 
palindromischen Nukleotidabfolge des Cytosin-Phosphat-Guanin-Dinukleotids (CpG) 
[Delaval und Feil, 2004; Bonfils et al., 2000] methyliert. Die Übertragung einer Methylgruppe 
auf das 5. Kohlenstoffatom des Pyrimidin-Rings der Base Cytosin (5-Methylcytosin) wird 
von DNA-Methyltransferasen in einem postreplikativen Schritt katalysiert (Abb. 1-5).  
 
 
Abb. 1-5: Molekulare Struktur von 5-Methylcytosin. 
 
 
Dabei fungiert der Kofaktor S-Adenosylmethionin (SAM) als Methylgruppen-Donor [Szyf, 
1996]. Die Methylierung der Cytosin-Base führt nicht zu einem veränderten Basenpaarungs-
Verhalten [Watson und Crick, 1953], jedoch ist die Methylgruppe im DNA-Molekül so 
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positioniert, dass sie leicht für DNA-interagierende Proteine zugänglich ist [Razin und 
Riggs, 1980]. Aufgrund dessen beinhaltet 5-Methylcytosin eine weitere Information über die 
primäre Sequenz hinaus, und wird deshalb oft als fünfte Base des Genoms bezeichnet.  
Die Anzahl methylierter Cytosin-Basen variiert in den Genomen von Eukaryonten 
erheblich. Während im Genom von Drosophila melanogaster nur 0.05 – 0.1% der Cytosin-
Basen methyliert vorliegen, findet man im Genom der Tomate Cytosin-Methylierung von 
bis zu 25% [Messeguer,  1991; Gowher et al.,  2000]. Die meisten im menschlichen Genom 
vorkommenden CpG-Dinukleotide sind methyliert (70 – 80%), wobei 5-Methylcytosin 
jedoch nur etwa 3 - 4% aller DNA Basen ausmacht [Esteller und Herman, 2002]. Grund 
hierfür ist die häufig und spontan auftretende hydrolytische Desaminierung von 5-
Methylcytosin [Duncan und Miller, 1980]. Die Basenmodifikation wird von dem 
Reparatursystem (DNA-Glykosylasen) nicht erkannt und es kommt im Folgenden zur 
Transition von Cytosin nach Thymin, welches sich im Zuge folgender Replikationsrunden 
als Mutation manifestiert [Rideout et al., 1990; Knippers, 1998]. 
Eine Anhäufung von CpG-Dinukleotiden findet sich häufig am 5’-Ende von Genen im 
Bereich von Promotorregionen [Gardiner-Garden und Frommer, 1987; Laird und Jaenisch, 
1994]. Da eine aktive Transkription CpG-Dinukleotide vor Methylierung schützt [Clark und 
Melki, 2002], sind die Cytosine im Promotor und im ersten Exon von transkribierten Genen 
von der CpG-Depletion verschont und bilden als dichte CpG-Gruppen im weiten, CpG-
leeren Genom sogenannte CpG-Inseln. Eine allgemein akzeptierte Definition einer CpG-
Insel wurde von Gardiner-Garden und Frommer vorgeschlagen  [Gardiner-Garden und 
Frommer, 1987]. Diese beschreibt einen 200 bp langen Abschnitt der DNA mit einem G/C 
Gehalt von mehr als 50% und einem Verhältnis von beobachteten CpG zu erwarteten CpG 
von mehr als 0.6. Diese Kriterien schließen jedoch viele Sequenzen (z.B. ALU-repetitive 
Elemente) ein, die nicht mit der Genregulation assoziiert sind. Um diese gewöhnlicherweise 
stark methylierten Sequenzen auszuschließen und solche zu identifizieren, die in der 
Promotorregion liegen und die Genexpression kontrollieren, wurden neue, strengere 
Kriterien [Takai und Jones, 2002] für die Identifizierung von CpG-Inseln postuliert: ein 
größer als 500 bp langer Abschnitt der DNA mit einem G/C Gehalt von mehr als 55% und 
einem Verhältnis von beobachteten CpG zu erwarteten CpG von mehr als 0.65. Die etwa 
45.000 CpG-Inseln im humanen Genom sind insbesondere in Promotorregionen zu finden 
[Antequera und Bird, 1993]; die Hälfte von Ihnen in den Promotoren der Haushaltsgene. 
Während CpG-Inseln in den Promotoren von Haushaltsgenen in der Regel unmethyliert 
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vorliegen, können CpG-Inseln von inaktiven entwicklungs- oder gewebespezifischen Genen 
methyliert sein [Kundu und Rao, 1999].  
Eine Methylierung von CpG-Inseln in Promotorbereichen kann zur Folge haben, dass die 
Transkription des nachfolgenden Gens inhibiert wird. Ursache der Transkriptionshemmung 
sind in erster Linie Repressorproteine, die mittels konservierter Methyl-CpG-
Bindungsdomäne hochaffin an methylierte CpGs binden, und im Folgenden mit einer 
Vielzahl weiterer Proteine wechselwirken. Zur Gruppe der Repressormoleküle gehören 
MeCP1 und MeCP2, sowie die Methyl-Cytosin-Bindungsproteine MBD1, MBD2 und MBD3, 
die mit verschiedenen Chromatin-Remodelierungs-Komplexen assoziiert sind. Sie 
interagieren u.a. mit Histondeacetylasen (HDAC), die durch die Deacetylierung von 
Histonmolekülen eine Strukturveränderung des Chromatins bewirken. (Abb. 1-6).  
 
 
 
Abb. 1-6: Heterochromatische Konfiguration eines transkriptionell inaktivierten Genpromotors. Methyl-
Bindungsproteine (MBP) interagieren mit CpG-Dinukleotiden und sind Teil eines Komplexes, der u.a. Histon-
Deacetylasen (HDAC) enthält. Dieser Komplex hemmt die Aktivität des Transkriptions-Aktivator-Komplexes, 
bestehend aus Transkriptionsfaktoren (TF), Koaktivator-Proteinen (CA) und Histonacetylasen (HAT). DNA-
Methyltransferasen (DNMT) markieren durch Methylierung die Regionen der DNA. Die nukleosomale 
Methylierung von Histon H3 an Position Lysin 9 wird durch  Histonmethyltransferasen (HMT) katalysiert und 
wird selbst durch das Protein HP1 rekrutiert [verändert nach: Jones und Baylin, 2002]. 
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Die Verdichtung des Chromatins zu kompakten Nukleosomen hat eine weitere 
inhibitorische Wirkung auf die Transkription umliegender Gene. Die Wechselwirkung 
zwischen DNA-Methylierung und Histonmodifikation ist aber nicht einseitig. Die 
Methylierung von H3K9 durch Histon Methyltransferasen (HMT) bewirkt die Rekrutierung 
von DNA Methyltransferasen (DNMT), die im Folgenden gezielt CpG in der proximalen 
Region methylieren [Jones und Baylin 2002]. 
 
1.2.2 Epigenetik in der Tumorgenese 
Bereits im Jahre 1983 wurde erkannt, dass humane Tumorzellen neben genetischen 
Aberrationen ein von gesunden Zellen unterschiedliches Methylierungsmuster der DNA 
aufweisen [Feinberg und Vogelstein, 1983]. Einerseits ist das Genom maligner Zellen durch 
eine starke Abnahme des 5-Methylcytosin Gehalts gekennzeichnet (globale 
Hypomethylierung). Diese Hypomethylierung tritt besonders in Introns und in repetitiven 
DNA Sequenzen auf [Gama-Sosa et al., 1983; Feinberg et al., 1988], wurde jedoch auch 
spezifisch in Proto-Onkogenen gefunden. Beispielsweise wird eine verminderte 
Methylierung von KRAS in Lungen- und Kolonkarzinomen gefunden [Feinberg und 
Vogelstein, 1983]. Die Hypomethylierung maligner Zellen führt im Wesentlichen zu einer 
chromosomalen Instabilität, die sich insbesondere an strukturell instabilen Elementen wie 
dem Zentromer bemerkbar macht, und so zur Aneuploidie führen kann [Gaudet et al., 
2003]. 
Andererseits wurde gezeigt, dass in fast allen Tumoren eine regionale Hypermethylierung 
in CpG-Inseln von Tumorsuppressorgenen auftritt, und dieses mit der transkriptionellen 
Inaktivierung dieser Gene assoziiert ist [Esteller et al., 2001]. Nach Knudsons "two hit"-
Hypothese [1971] ist zur Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens der Funktionsverlust 
beider Allele notwendig. Somit können chromosomale Deletionen, Mutationen und 
Promotormethylierung synergistisch bei der Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen 
wirken [Herman und Baylin, 2003]. Das erste Gen, welches in einem Malignom als aberrant 
methyliert identifiziert wurde, war das Retinoblastom-Gen (Rb) [Greger et al., 1989], gefolgt 
von der Entdeckung weiterer methylierter Tumorsuppressorgene, beispielsweise VHL (von 
Hippel-Lindau Gen) [Herman et al., 1994], CDKN2A (p16INK4a)[Merlo et al., 1995], und 
BRCA1 [Esteller et al., 2000]. Bis heute ist eine Vielzahl aberrant methylierter Gene in 
humanen Tumoren gefunden worden (zusammengefasst in: [Jones und Baylin, 2002; Plass, 
2002; Herman und Baylin, 2003; Baylin, 2005]. Typischerweise betreffen diese Gene 
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fundamentale zelluläre Prozesse, wie z.B. die Zellzyklus-Kontrolle, Zell-Zell-Interaktionen, 
Apoptose, DNA-Reparatur, Angiogenese oder Detoxifikation, welche zusammengenommen 
an der Tumorgenese beteiligt sind [Esteller, 2007]. Hierbei hat sich gezeigt, dass 
Promotormethylierung mehrere Signalwege betreffen kann. Obgleich identische Signalwege 
Ziel einer epigenetischen Disruption sein können, können diese Signalwege in 
verschiedenen Tumoren über die Methylierung unterschiedlicher Gene dereguliert werden. 
So kommt es beispielsweise bei Kolonkarzinomen häufig zur Beeinträchtigung der 
Zellzyklus-Kontrolle, DNA-Reparatur und Zelladhärenz durch eine Hypermethylierung 
von CDKN2A, MLH1 und TIMP3, während bei Mammakarzinomen funktionell ähnliche 
Veränderungen durch eine Methylierung von CDKN2A, BRCA1 und DAPK auftreten 
[Esteller et al., 2001]. Tab. 1-2 gibt eine Übersicht über wichtige zelluläre Signalwege, die im 
Rahmen der Tumorentstehung durch epigenetische Veränderungen alteriert werden. 
 
Tab. 1-2: Zelluläre Signalwege, die durch aberrante Hypermethylierung in humanen Tumoren 
betroffen sind. 
 
Signalweg Gene 
Zellzyklus-Kontrolle 
CDKN2A, CDKN2B, p14ARF, TP73, 
RB1, RASSF1A 
Wachstumsfaktorregulation SOCS1, RARβ2, CRBP1, ER 
Zelladhäsion und -invasion CDH1, APC, TIMP3, VHL 
Apoptose DAPK, CASP8, TMS1 
DNA Reparatur MLH1, BRCA1, GSTπ 
 
 
Somit sind Veränderungen der DNA-Methylierung durch Alteration multipler zellulärer 
Signalwege in der Lage, zu dem Mehrschritt-Prozess der progressiven Transformation von 
einer normalen Zelle in eine maligne Zelle beizutragen. 
 
Durch das Erstellen von Methylierungsprofilen konnte gezeigt werden, dass das Spektrum 
von methylierten Genen in malignen Zellen für das Ursprungsgewebe relativ spezifisch ist. 
So wurden Tumor-charakteristische Methylierungsprofile gefunden, welche z.B. zwischen 
Kolonkarzinomen und Mammakarzinomen stark differieren [Esteller et al., 2001]. Daneben 
existieren Gene, die scheinbar generell in humanen Tumoren methyliert vorliegen, wie z.B. 
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CDKN2A, welches ein fundamentales Ereignis in der Progression vieler Tumor-Entitäten 
darstellt [Jones und Baylin, 2002].  
In jüngster Zeit konnten mittels neuer Genom-weiter Techniken Methylierungs-Landkarten 
für humane Tumorentitäten erstellt werden. Nach neuesten Erkenntnissen wird die 
Gesamtzahl tumorspezifisch methylierter Gene auf 100 bis 400 geschätzt, je nach 
Tumorentität und Entwicklungsstadium der Tumore [Esteller, 2007]. Die Methylierungs-
Datenbank „PUBMETH“ [www.pubmeth.org] kombiniert eine automatische 
Literaturrecherche (Text-Mining) mit anschließender personalisierter Auswertung der 
gefundenen Ergebnisse. Eine aktuelle Abfrage von PUBMETH ergab, dass z. T. für das 
Mammakarzinom 100 hypermethylierte Gene bekannt sind, welche in einzelnen Studien 
validiert wurden. Für das Magenkarzinom sind aktuell 125 hypermethylierte Gene bekannt, 
für das Nierenkarzinom jedoch erst 30 Gene. Aufgrund der ersten Ergebnisse genomweiter 
Methylierungsanalysen z.B. im Mammakarzinom [Ordway et al., 2007] ist jedoch zu 
erwarten, dass in naher Zukunft zahlreiche weitere Gene identifiziert und validiert werden, 
welche das Methylierungsprofil verschiedenster Tumorentitäten und deren 
Entwicklungsstadien vervollständigen. 
 
1.2.3 DNA-Methylierung im Mammakarzinom 
Aberrante DNA-Methylierung ist ein bereits frühes Ereignis während der Tumorgenese des 
Mammakarzinoms. Proto-Onkogene, wie z.B. MYC oder PLAU (Urokinase Plasminogen 
Aktivator, UPA) können im Zuge einer Hypomethylierung aktiviert werden [Ross et al., 
2003; Szyf et al., 2004], während Tumorsuppressorgene, wie beispielsweise RASSF1A durch 
eine Hypermethylierung inaktiviert werden [Szyf et al., 2004]. Beide Mechanismen führen 
letztlich zur Entstehung und abnormalen Proliferation maligner Zellen [Jackson et al., 2004; 
Chekhun et al., 2006]. Neueste Untersuchungen zeigten, dass Hypermethylierung nicht nur 
in den frühen, prämalignen Vorstufen eines Mammakarzinoms vorkommt [Umbricht et al., 
2001]. Bereits Brustprogenitor-Zellen können von Hypermethylierung betroffen sein, was 
dann zu einer weiteren Akkumulation genetischer und epigenetischer Aberrationen führt 
[Feinberg et al., 2006]. Mittlerweile ist eine Vielzahl von Genen ist identifiziert worden, die 
im Mammakarzinom hypermethyliert vorliegen. Tab. 1-3 zeigt eine Auswahl dieser Gene. 
Manche dieser Gene zeigen eine gewisse Spezifität für Tumore der Brust. So ist das Gen 
BRCA1 in 50% aller familiären und 39% aller sporadischen Mammakarzinome methyliert, 
wohingegen im Kolonkarzinom, im hepatozellulären Karzinom oder in Leukämien BRCA1 
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nicht von Hypermethylierung betroffen ist [Yang et al., 2001]. E-Cadherin (CDH1) 
Methylierung ist besonders in HER2-positiven Tumoren zu finden und zeigt eine 
Methylierungsfrequenz von ca. 80% in lobulären Karzinomen [Droufakou et al., 2001]. 
Obwohl weitere Funktions-inaktivierende Veränderungen, wie Mutationen oder 
chromosomale Deletionen (LOH), beobachtet worden sind, stellt die Promotormethylierung 
den molekularen Hauptmechanismus eines hohen Expressionsverlust von E-Cadherin im 
Mammakarzinom dar [Droufakou et al., 2001, Saario et al., 2003].  
 
Tab. 1-3: Aberrant methylierte Gene im humanen Mammakarzinom. 
 
Gen-Name Beschreibung 
ER Estrogen receptor 
CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 
GSTP1 Glutathione S-transferase pi 
APC Adenomatous polyposis coli 
DAPK1 Death-associated protein kinase 1 
HIC1 Hypermethylated in cancer 1 
PR Progesterone receptor 
RASSF1A Ras-association domain family protein 1A 
TIMP3 Tissue inhibitor of metalloproteinases-3 
WT1 Wilms tumor 1 
14-3-3sigma 14-3-3 sigma 
FOXA2 Forkhead box A2 
HOXD11 Home box D11 
Tropomyosin Tropomyosin 
BRCA1 Breast cancer-1, early onset 
CDH1 Cadherin 1 
DSC3 Desmocollin 3 
HIN1 Hairpin induced 1 
TWIST1 Twist 
HME1 Human epithelial cell marker 1 
KLK6 Kallikrein 6 
KLK10 Kallikrein 10 
MGMT Methylguanine methyltransferase 
p14ARF p14 alternate reading frame 
CDKN1C Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C 
RUNX3 Human Runt-related transcription factor gene 3 
TMS1 Target of methylation-induced silencing 1 
RARβ2 Retinoic acid receptor β2 
 Verändert nach: [Agrawal et al., 2007] 
 
 
Weitere Studien zeigen, dass die Methylierung mancher Gene mit spezifischen 
Charakteristiken des Brusttumors assoziiert sein kann. So ist z.B. Methylierung von E-
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Cadherin signifikant häufig in Tumoren mit Sentinel-Lymphknoten Metastasierung zu 
finden; GSTP1-Methylierung zeigt eine hohe Assoziation zur Entstehung großer, schnell 
proliferierender Tumore und RARβ2-Methylierung ist signifikant häufiger in HER2-
positiven Tumoren zu finden, als in HER2-negativen [Shinozaki et al., 2005]. Insbesondere 
die Identifikation Metastasierungs-assoziierter Gene des Mammakarzinoms ist von großer 
Bedeutung, um zukünftig möglicherweise ein Metastasierungspotenzial des 
diagnostizierten Tumors und damit das tatsächliche Rezidivrisiko der Brustkrebspatientin 
besser abschätzen zu können [Rosenhiser, 2008]. 
 
1.2.4 Klinische Relevanz der DNA-Methylierung in humanen Tumoren 
1.2.4.1 Die epigenetische Therapie 
Aus klinischer Sicht sind epigenetisch inaktivierte Tumorsuppressorgene von besonderem 
Interesse. Da bei aberranter Methylierung keine irreversiblen Veränderungen vorliegen (wie 
z.B. bei Mutationen) ergibt sich ein therapeutischer Ansatzpunkt. Durch eine 
pharmakologische Behandlung kann genomische DNA demethyliert werden, was zur Folge 
hat, dass funktionell inaktivierte Tumorsuppressorgene wieder exprimiert werden. Die am 
besten untersuchte Anwendung einer epigenetischen Therapie stellt die Gabe von 
Azanukleosidderivaten wie 5-Aza-2’-desoxycytidin und 5-Azacytidin dar [Egger et al., 
2004]. Diese Nukleosidanaloga werden nach der Phosphorylierung zum Trinukleotid 
während der Replikationsphase anstatt des Cytosins in die DNA inkorporiert. Dort bilden 
sie eine kovalente Bindung mit DNA-Methyltransferasen aus, die zu einer Inhibierung 
dieser Enzyme führen. Replizierte DNA-Tochterstränge können im Folgenden nicht mehr 
methyliert werden, was zu einer sukzessiven Demethylierung der DNA führt [Jones und 
Taylor, 1980].  In einer Vielzahl von in vitro Modellen konnte durch die Inkubation mit 
diesen Nukleosidanaloga eine Demethylierung von Tumorsuppressorgenen und eine 
partielle Zelldifferenzierung induziert werden [Cameron et al., 1999; Issa, 2003; Taylor, 1993; 
Galm et al., 2002]. In verschiedenen Studien an soliden Tumoren und hämatopoetischen 
Neoplasien wurden die Substanzen mittlerweile untersucht. Insbesondere beim 
myeolodysplastischen Syndrom (MDS) waren die klinischen Effekte im Sinne einer 
Lebensverlängerung so deutlich [Silverman et al., 2002], dass 5-Azacytidin seit 2004 von der 
FDA als Therapeutikum für dieses Syndrom zugelassen wurde. Klinische Studien zum 
Einsatz von 5-Azacytidin in soliden Tumoren sind gegenwärtig noch nicht abgeschlossen.  
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Neben der DNA-Methylierung ist auch die Histondeacetylierung ein Ansatzpunkt der 
epigenetischen Therapie. Wie bereits dargelegt interagieren DNA-Methylierung und 
Histonacetlyierung in einem epigenetischen Netzwerk miteinander. So konnte durch in vitro 
Versuche gezeigt werden, dass die synergistische, sequenzielle Inkubation von malignen 
Zellen mit 5-Azacytidin und Histondeactetylase Inhibitoren zu einer verstärkten Expression 
von Tumorsuppressorgenen führt [Cameron et al., 1999; Suzuki et al., 2002; Yamashita et al., 
2002]. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden erste therapeutische Strategien zum 
kombinierten Einsatz dieser beiden Therapeutika entwickelt. Am weitesten in klinischen 
Untersuchungen ist hierbei der Histondeacetylase Inhibitor Phenylbutyrat. In Kombination 
mit 5-Azacytidin erreichte dieser bei MDS-Patienten eine Ansprechrate von 70%, von 
welchen 23% eine komplette Remission erzielten [Garcia-Manero et al., 2004].  Ein großer 
Nachteil der bisherigen epigenetischen Therapie ist deren fehlende Spezifität [Garcia-
Manero und Gore, 2005]. So kann der DNA-demethylierende und Histon-acetylierende 
Effekt grundsätzlich alle Zellen des Körpers betreffen und auch ungewünschte 
Genaktivierung auslösen, z.B. die von Onkogenen oder Transposon-Elementen. Diese 
potenziellen Nebeneffekte sind allerdings bislang noch nicht in systematischen Studien 
untersucht worden. 
 
1.2.4.2 DNA-Methylierung als diagnostischer Biomarker 
Die genspezifische Methylierung besitzt ein hohes diagnostisches Potenzial für eine 
klinische Anwendung. Die Veränderung des DNA-Methylierungsmusters tritt schon früh in 
der Tumorgenese auf und ist oft tumorspezifisch [Yano et al., 2004]. Gegenüber RNA und 
Proteinen hat DNA-Methylierung den Vorteil, dass sie sehr stabil ist und auch in 
archiviertem Probenmaterial zuverlässig analysiert werden kann. Ein technischer Vorteil 
bietet sich darin, dass diese Alteration einen gain-of-signal (Zugewinn an Signal) darstellt, 
welcher mittels sensitiver Methoden erfasst werden kann. Zusätzlich ist es möglich, die zu 
analysierende Alteration mittels molekularbiologischer Techniken zu amplifizieren. 
Vor allem solche Gene, die in möglichst vielen Tumoren individueller Patientinnen 
methyliert und in Nicht-Tumorgeweben unmethyliert sind (hohe klinische Sensitivität und 
Spezifität), eignen sich prinzipiell als diagnostische Marker für eine Krebsfrüherkennung, 
vor allem dann, wenn der Nachweis über Blut, Sputum, Urin, oder anderen leicht 
zugänglichen Körperflüssigkeiten erbracht werden kann. In einer Studie zur Frühdiagnose 
von Brustkrebs untersuchten Hoque et al. [2006] die Methylierung der Gene RASSF1A, APC, 
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GSTP1 und RARβ2 in frei zirkulierender DNA aus Blutproben von Brustkrebs-Patientinnen. 
Sie untersuchten 97 Blutproben von Patientinnen mit einem Mammakarzinom, und 76 
Blutproben von Kontrollpersonen. Dabei konnte bei 62% der Brustkrebspatientinnen und 
bei 13% der Kontrollpersonen Methylierung von mindestens einem der vier Gene im Blut 
nachgewiesen werden. In einer weiteren Studie von Evron et al. [2001] konnte gezeigt 
werden, dass eine DNA-Methylierung der Gene CCND2, RARβ2, und TWIST1 in 85% aller 
duktalen Lavageflüssigkeiten von Brustkrebs-Patientinnen zu finden ist, jedoch nur in 11% 
der gesunden Probandinnen. Weitere Untersuchungen zur diagnostischen Eignung von 
Methylierungsmarkern durch prospektive Studien unter Einschluss von größeren 
Patientenzahlen sind dringend notwendig. Sollte eine hochsensitive und -spezifische 
Kombination aus Methylierungsmarkern für Tumorerkrankungen gefunden werden, so 
kann dieses die Früherkennung von Tumoren maßgeblich verbessern. 
 
1.2.4.3 DNA Methylierung als prognostischer Biomarker 
In mehreren Studien ist inzwischen die Eignung der DNA-Methylierung als prognostischer 
Faktor bei Tumorerkrankungen beschrieben. Daneben ist für einige Marker, deren Gen-
Expression bereits als prognostischer Marker bekannt ist, DNA-Methylierung als 
wichtigster Regulator der Expression gefunden worden. Der bekannteste 
Expressionsmarker, welcher mittels DNA-Methylierung reprimiert wird, ist der 
Plasminogenaktivator vom Typ Urokinase (uPA) [Jänicke et al. 2001]. Ob zusätzlich zur 
Expression auch die Methylierung prognostisches Potenzial aufweist ist bislang nicht 
untersucht worden. 
Für einige Gene, die im Rahmen der Prognose von Brustkrebserkrankungen eine Rolle 
spielen, wurde inzwischen eine  abnormale Methylierung in Tumoren gefunden. Shinozaki 
et al. [2005] analysierten die Promotormethylierung von sechs bekannten 
Tumorsuppressorgenen (RASSF1A, APC, TWIST1, CDH1, GSTP1 und RARβ2) in 151 
Brusttumoren. Sie korrelierten die Methylierung dieser sechs Gene mit dem bekannten 
prognostischen Faktor des Lymphknotenstatus. Sie erkannten, dass Hypermethylierung von 
CDH1 mit dem Befall von axillären Lymphknoten assoziiert war; weiterhin mit einer 
invasiven Histologie und dem Fehlen von Östrogenrezeptor-Expression korrelierte. Auf der 
anderen Seite trat Hypermethylierung der Gene RASSF1A und RARβ2 eher in 
Östrogenrezeptor-positiven bzw. HER2-positiven Tumoren auf. Hypermethylierung von 
GSTP1 und RARβ2 war signifikant assoziiert mit dem Befall der Lymphknoten. Chow et al. 
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[2005] fanden bei 110 Tumoren, dass die Methylierung von COX2 mit prognostischen 
Faktoren wie Tumorgröße und Anzahl der befallenen Lymphknoten korreliert. Im Serum 
von Mammakarzinom-Patientinnen stellte sich insbesondere die Methylierung der Gene 
APC und RASSF1A als unabhängiger negativer prognostischer Marker heraus [Müller et al., 
2003]. Weitere Gene, die im Zusammenhang mit der Prognose beim Mammakarzinom 
stehen und wahrscheinlich durch Methylierung reguliert werden sind CDH3 [Paredes et al., 
2005], die putativen Tumorsuppressorgene TSC1 und TSC2 [Jiang et al., 2005], LATS1/LATS2 
[Takahashi et al., 2005] und CDKN2A [Hui et al., 2000, Dominguez et al., 2003]. Mit PITX2 
wurde vor kurzem ein weiteres Gen identifiziert, dessen Promotormethylierung einen 
prognostischen Marker darstellt. Eine Analyse von 415 unbehandelten Patientinnen ergab, 
dass 86% der Patientinnen mit niedriger Methylierung nach 10 Jahren rückfallfrei waren, 
gegenüber von nur 67% in der Gruppe der Patientinnen mit hoher PITX2 Methylierung 
[Foekens et al., 2005]. 
Daraus ergibt sich die Perspektive, dass zukünftig durch Berücksichtigung von DNA-
Methylierungsmarkern die Prognostik verbessert und damit verbundene, individuelle 
Therapiekonzepte erstellt werden könnten. 
 
1.2.4.4 DNA Methylierung als prädiktiver Biomarker 
Hinsichtlich einer stratifizierten Therapie beim Mammakarzinom sind DNA-
Methylierungsmarker grundsätzlich denkbar, um das Ansprechverhalten der Patientin auf 
eine Hormon- oder Chemotherapie vorherzusagen. Für einige Tumorentitäten wurde DNA-
Methylierung bereits als prädiktiver Marker für verschiedene Chemotherapien beschrieben 
[Lesche und Eckhardt, 2007]. So war z.B. eine Methylierung von MDR1 in Leukämien mit 
einem verbesserten Ansprechen von Doxorubicin und Cisplatin assoziiert [Efferth et al., 
2001]. Eine MGMT-Methylierung zeigte in Glioblastom-Patienten eine gesteigerte 
Sensitivität für alkylierende Agenzien an [Hegi et al., 2005], wohingegen im 
Ovarialkarzinom eine Resistenz gegen diese Substanzklasse mit der Methylierung von 
MLH1 assoziiert war [Plumb et al., 2000]. Im Mammakarzinom gibt es jedoch bislang erst 
wenige Untersuchungen dazu. Ein Beispiel ist die Methylierung des Gens PTEN, welches 
mit einem Expressionsverlust in Brusttumoren assoziiert ist [Garcia et al., 2004]. 
Interessanterweise zeigte die Expression von PTEN das Ansprechen auf eine 
Antikörpertherapie mit Herceptin® in HER2-positiven Tumoren voraus [Nagata et al., 
2004]. Ein weiteres Beispiel ist PITX2, dessen Methylierung eine prädiktive Aussage über 
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das Ansprechen von Östrogenrezeptor-positiven, Nodal-negativen Patientinnen auf eine 
Behandlung mit dem Antiöstrogen Tamoxifen zulässt [Maier et al., 2004; Harbeck et al., 
2005]. Da die Regulation des Östrogenrezeptors und dessen Genpromotor sehr komplex 
sind, ist eine direkte Korrelation des Expressionsverlusts mit DNA-Methylierung nicht 
nachgewiesen worden [Hori et al., 1999]. Somit ergibt sich hier ein interessanter Ansatz, mit 
Surrogatmarkern auf Basis von DNA-Methylierung zukünftig ein Ansprechen auf die 
endokrine Therapie besser vorhersagen zu können. 
 
 
1.3  Ziele der Arbeit 
 
Die Identifizierung und Charakterisierung von neuen DNA Methylierungs-Biomarkern 
kann entscheidend zur Verbesserung der Früherkennung von Brustkrebs beitragen, aber 
auch die Prognose unterstützen und das Ansprechen auf Therapien (Prädiktion) 
vorhersagen und damit einen Einfluss auf die Therapieoptimierung nehmen. In einem 
Kadidaten-Gen Ansatz wurden sechs Gene ausgewählt, welche unterschiedlichen zellulären 
Netzwerken zuzuordnen sind. Die Gene SFRP1, SFRP2, SFRP5, DKK3 und WIF1 kodieren 
für sezernierte Inhibitoren des onkogenen Wnt-Signalwegs. Die Expression dieser Gene in 
normalen Geweben wirkt sich regulierend auf die Zellproliferation, die Apoptose sowie die 
zelluläre Motilität aus. In vielen humanen Tumorentitäten, wie auch im Mammakarzinom, 
ist der Wnt-Signalweg einer der am häufigsten deregulierten Signalwege, dessen 
Überaktivierung mit der Entstehung von Tumoren assoziiert ist. Somit war es nahe liegend, 
die Bedeutung der bekanntesten Wnt-Antagonisten für die Entstehung und Progression von 
Mammakarzinomen detailliert zu untersuchen.  
Das Genprodukt des erst kürzlich identifizierten ITIH5-Gens hingegen fungiert als 
sezerniertes Matrixprotein, dessen Expression an der Integrität der Extrazellulär-Matrix, der 
Zelladhäsion und der Zell-Zell-Interaktion beteiligt sein könnte. Da ein Verlust der ITIH5 
RNA Expression in Mammakarzinomen bereits beschrieben war, und darüber hinaus die 
Zelladhäsion sowie eine intakte Zell-Zell-Interaktion wesentliche Merkmale der Repression 
von Metastasierung darstellen, wurde ITIH5 aus der Genfamilie der ITIHs ausgewählt, um 
dessen Implikation im Mammakarzinom näher zu untersuchen. 
Ein erstes Ziel war es, die RNA Expression dieser sechs Gene in benignen und malignen 
humanen Brustzelllinien zu charakterisieren, sowie eine potenzielle Methylierung der 
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betreffenden Genpromotoren zu analysieren. Im Hinblick auf eine mögliche epigenetische 
Therapie sollte in vitro untersucht werden, inwieweit sich die Expression der Gene im Falle 
einer aberranten Methylierung pharmakologisch induzieren lässt. Ein weiteres Ziel war die 
Quantifizierung der Expression dieser Gene in einem großen Kollektiv primärer 
kryokonservierter Mammakarzinome, sowie die Analyse einer möglichen 
Promotormethylierung in diesen Geweben. Für das neu beschriebene Gen ITIH5 sollte 
darüber hinaus erstmals die Proteinexpression im humanen Brustkrebs mit Hilfe eines 
Tissue Microarrays analysiert werden.  
Ein wesentliches Ziel der Arbeit stellte die statistische Analyse der Überlebenszeiten der 
Patientinnen in Relation zur detektierten Promotormethylierung der sechs Gene dar. Für 
jedes Gen war dabei einzeln und univariat eine Assoziation zwischen 
Promotormethylierung und rezidivfreiem bzw. Gesamtüberleben der Patientinnen zu 
betrachten. Eine anschließend durchzuführende multivariate Überlebensanalyse war 
geboten, da nur diese die Unabhängigkeit eines potenziellen, prognostischen DNA-
Methylierungs-Biomarkers von anderen prognostischen Faktoren belegt.  
Im Hinblick auf eine diagnostische Wertigkeit der Promotormethylierung sollte die 
Methylierungsanalyse ebenfalls in korrespondierenden Brust-Normalgeweben ermittelt 
werden, um damit Aussagen über die klinische Spezifität einer Methylierung für 
neoplastische Brustzellen treffen zu können. Abschließend sollten erste Versuche 
unternommen werden, eine Promotormethylierung ausgewählter Gene vergleichend in 
solidem Brust-Tumorgewebe und in korrespondierenden Blutseren zu detektieren, um zu 
erkennen, ob ein gefundener DNA Methylierungs-Biomarker grundsätzlich nicht-invasiv in 
z.B. Screening-Untersuchungen Anwendung finden könnte.   
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2  MATERIAL UND METHODEN 
 
 
2.1 Klinisches Krankengut 
 
2.1.1 Kryokonserviertes Frischgewebe 
Diese Studie wurde als retrospektive Multi-Center Studie durchgeführt, in die insgesamt 
204 Brusttumor-Proben und 39 Brust-Normalgewebe-Proben aus den Kliniken für 
Gynäkologie des UK Aachen, UK Jena, UK Düsseldorf, UK Regensburg und der 
Universitätsmedizin Charité Berlin eingeflossen sind. Die Gewebeproben wurden nach der 
Diagnosestellung eines primären Mammakarzinoms zwischen den Jahren 1991 und 2005 
entnommen. Alle Patientinnen hatten eine Einverständniserklärung (informed consent) zur 
Konservierung ihres Gewebes für Forschungszwecke unterzeichnet. Für Untersuchungen 
von Brusttumormaterial zur Erforschung des Brustkrebses lag ein positives Votum seitens 
der Ethikkommission des Universitätsklinikum Aachen (EK104/05), sowie der weiteren 
beteiligten Zentren vor. Nach der Gewebe-Resektion wurden die Proben sofort in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. Mittels H&E-Färbung an Schnitten (10 µm) wurde der Anteil der 
Tumorzellen bestimmt. Nur solche Proben mit einem Tumorzellanteil > 70% wurden weiter 
verwendet. Die Auswahl der Fälle erfolgte unselektiert und konsekutiv nach Verfügbarkeit 
von Gewebe in den Kliniken. Die Auswahl der Fälle war nicht stratifiziert nach kliniko-
pathologischen/ prognostischen Faktoren oder der Art einer adjuvanten Therapie nach 
chirurgischer Tumorresektion. Einschlusskriterien waren wie folgt definiert: weibliche 
Patientinnen mit unilateralem, primärem, invasivem Mammakarzinom ohne individuellen 
Brustkrebs-Vorbefund. Ausschlusskriterien waren wie folgt definiert: Erhalt einer neo-
adjuvanten Chemotherapie, Präsentation mit sekundärem Mammakarzinom oder 
histologische Sicherung eines peri-tumorösem in situ Karzinoms in der Probe. Klinische 
Pathologen bewerteten die Tumor-Histologie nach den Kriterien der Welt-
Gesundheitsorganisation [WHO, 2003] und die Tumor-Klassifikation nach dem etablierten 
TNM-System [Wittekind et al., 2002]. Der histologische Grad wurde nach dem System von 
Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston und Ellis [1993] bestimmt. Die 
Zusammenfassung der kliniko-pathologischen Faktoren dieses Kollektivs ist in Tab. 2-1 
zusammengefasst. Aufgrund des vollständigen Verbrauchs mancher Proben konnten die 
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Analysen dieser Arbeit zu verschiedenen Genen nicht immer mit der gleichen Probenanzahl 
durchgeführt werden. 
 
Tabelle 2-1: Kliniko-pathologische Faktoren des verwendeten Tumorkollektivs (n=204). 
 
Variable Kategorisierung na % 
Kliniko-pathologische Faktoren 
Alter bei Diagnose ≤ 50 Jahre 65 31.9 
Median: 57 Jahre (Spanne 28-96 Jahre) >50 Jahre 139 68.1 
Tumorgrößeb pT1 73 35.8 
 pT2 91 44.6 
 pT3 12 5.9 
 pT4 13 6.4 
 pTx 15 7.4 
Nodal-Statusb pN0 92 45.1 
 pN1-3 88 43.1 
 pNx 24 11.8 
Fernmetastasenb pM0 72 35.3 
 pM1 13 6.4 
 pMx 119 58.3 
LK+ / LK untersucht (nur pN1-3) ≤ 0.3 38 41.3 
 > 0.3 31 33.7 
 n.b. 23 25.0 
Histologischer Gradc G1 17 8.3 
 G2 94 46.1 
 G3 79 38.7 
 n.b. 14 6.9 
Histologischer Typ Invasiv-duktal (IDC) 159 77.9 
 Invasiv-lobulär (ILC) 26 12.7 
 Andere 13 6.4 
 n.b. 6 2.9 
Immunhistochemie    
Östrogenrezeptor-Status Negativ (IRSd 0-2) 64 31.3 
 Positiv (IRSd 3-12) 128 62.7 
 n.b. 12 5.9 
Progesteronrezeptor-Status Negativ (IRSd 0-2) 70 34.3 
 Positiv (IRS 3d-12) 122 59.8 
  n.b. 12 5.9 
HER2/neue 0 31 15.2 
 1+ 14 11.8 
 2+ 11 5.4 
 3+ 9 4.4 
 n.b. 129 63.2 
 
aWeibliche Patienten mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom; bUICC: TNM Klassifikation nach 
Wittekind et al. [2002]; cBloom und Richardson, modifiziert nach Elston und Ellis [Elston und Ellis, 1993]; 
dIRS=Immunreaktiver Score [Remmele und Stegner, 1987]; eDAKO Hercep-Test; LK, Lymphknoten; n.b., nicht 
bekannt. 
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Insgesamt waren für 137 Patientinnen Daten zur klinischen Nachbeobachtungszeit 
verfügbar, mit einer mittleren rezidivfreien Überlebenszeit von 54 Monaten (Spanne 1 - 127 
Monate) und einer mittleren Gesamtüberlebens-Zeit von 63 Monaten (Spanne 1 - 174 
Monate). Von diesen 137 Patientinnen waren 36 Patientinnen im Verlauf der 
Beobachtungszeit an einem Tumor-Rezidiv erkrankt (26.3%), 101 Patientinnen (73.7%) 
waren rezidivfrei. Von 137 Patientinnen waren 28 Patientinnen (20.4%) im Verlauf der 
Beobachtungszeit an den Folgen des Tumors verstorben, fünf Patientinnen waren an einer 
anderen Ursache verstorben (3.6%), für neun Patientinnen (6.6%) war die Todesursache 
unbekannt, und die verbleibenden 95 Patientinnen (69.3%) waren in Bezug zum 
Gesamtüberleben beim letzten klinischen Kontakt ereignisfrei. Für die Überlebensanalyse 
wurden das Auftreten eines Rezidivs sowie das tumorbedingte Versterben als zu 
betrachtendes Ereignis gewertet, die übrigen Fälle wurden in der Analyse zensiert. 
 
2.1.2 Formalinfixiertes paraffineingebettetes Gewebe (FFPE) 
Für immunhistochemische Analysen von SFRP2 und ITIH5 wurden FFPE Tissue 
Microarrays (TMA) verwendet (2 µm Dicke), deren Konstruktion und klinische 
Charakteristik bereits beschrieben wurde [Dahl et al., 2006]. Der TMA war unselektiv 
konstruiert und enthielt je Fall eine Stanze eines FFPE Gewebes. Für die 
immunhistochemische Analyse von DKK3 wurden 24 FFPE Gewebe des UK Aachen 
verwendet, zu welchen auch Frischgewebe wie unter 2.1.1 beschrieben vorlag. 
  
2.1.3 Blutserum-Proben 
Von 20 Patientinnen der Abt. Brustchirurgie des UK Aachens mit einem primären invasiven 
Mammakarzinom wurden präoperativ 10 ml Vollblut in Serum-Röhrchen entnommen, das 
Serum präpariert und sofort bei -20 ºC eingefroren. Post-operativ wurde von den gleichen 
Patientinnen primäres Frischgewebe schockgefroren und bis zur Analyse bei -80 ºC  
kryokonserviert. Alle Patientinnen hatten eine Einverständniserklärung (informed consent) 
zur Konservierung ihres Gewebes für Forschungszwecke unterzeichnet. Kliniko-
pathologische Parameter dieses Kollektivs sind in Tab. 3-16 dargestellt. Kontrollseren 
wurden methodengleich von zehn freiwilligen, weiblichen Probandinnen des Instituts für 
Pathologie/ UK Aachen gewonnen. Nach Eigenaussage waren die Probandinnen tumorfrei 
und es lag keine Vorgeschichte einer malignen Erkrankung vor. 
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2.2  Humane Brust-Zelllinien 
 
Sämtliche verwendete Brust-Zelllinien, mit Ausnahme von HMEC Zellen (human 
mammary epithelial cells), wurden von der American Type Culture Collection (ATCC, 
Rockville, MD, USA) bezogen und wie vom Anbieter empfohlen kultiviert. DNA und RNA 
von HMEC Zellen waren am Institut für Pathologie des UK Aachen verfügbar. Alle 
Zelllinien wurden in dreimonatigen Abständen auf Abwesenheit von Mycoplasmen 
überprüft. Die in Tab. 2-2 aufgelisteten Zelllinien wurden im Rahmen dieser Arbeit 
verwendet. 
 
Tab 2-2: Verwendete Brustzelllinien und deren Herkunft. 
Brust-Zelllinie Herkunftsgewebe 
Benigne 
HMEC Epithelzellen, Reduktionsplastik 
MCF10A benigne Veränderung der Brust 
MCF12A spontane Immortalisation, Brust 
Maligne 
BT20 Invasiv-duktales Karzinom 
BT474 Invasiv-duktales Karzinom 
Hs578T Sarkomatoides Karzinom 
MCF7 Adenokarzinom, pleurale Effusion 
MDA-MB231 Adenokarzinom, pleurale Effusion 
MDA-MB-453 Karzinom, pleurale Effusion 
MDA-MB-468 Adenokarzinom, pleurale Effusion 
SKBR3 Adenokarzinom, pleurale Effusion 
T47D duktales Karzinom, pleurale Effusion 
ZR75-1 duktales Karzinom, Aszites 
 
 
2.3  Geräte, Chemikalien und Lösungsmittel 
 
2.3.1  Geräte 
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems, Weiterstadt 
Gene Pulser II Electroporation System  Bio-Rad, München 
Brutschrank (20% O2, 5% CO2, 37 °C)  Heraeus / Kendro, Düsseldorf 
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CASY 1      Schärfe System, Reutlingen 
Digital pH-Meter     Knick, Berlin 
Easypet Pipettierhilfe     Eppendorf, Wesseling 
Eppendorf Research Pipetten   Eppendorf, Wesseling 
Eppendorfzentrifuge 5415C (Rotor: UE001)  Eppendorf, Wesseling 
Gel-Dokumentationseinheit    MWG Biotech AG, Ebersberg 
Hoefer HE 33 Mini Submarine Gelkammer  Hoefer Pharmacia Biotech, San Francisco, 
       CA, USA 
Kryotom HM560      Microm Laborgeräte, Walldorf  
Laborwaage      Sartorius, Göttingen 
LightCycler      Roche Diagnostics, Mannheim 
Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A)   Heraeus / Kendro, Düsseldorf 
NanoDrop 1000     Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25  Zeiss, Jena 
PyroMark ID      Biotage AB, Uppsala, Schweden 
PyroMark Vacuum Prep Station   Biotage AB, Uppsala, Schweden 
Reinraumwerkbank Hera Safe   Heraeus / Kendro, Düsseldorf 
Schüttler MTS4     IKA-Werke, Staufen 
SpectraMax 340     Molecular Devices, München 
Speed Vac Concentrator    Savant, Ramney, MN, USA 
Stromversorgungsgerät    Gibco / BRL, Eggenstein 
Thermoblock DRI-BlockDB-2A   Techne, Burkhardtsdorf 
Thermomixer compact    Eppendorf, Wesseling 
Thermocycler PTC-200    MJ Research, Waltham, USA 
UV-Lampe      Roth, Karlsruhe 
Vortex MS2 Minishaker    IKA-Werke, Staufen 
Wasserbad      GFL, Burgwedel 
 
2.3.2  Chemikalien 
Wenn nicht explizit aufgeführt wurden die Chemikalien in p. A. Grad oder in der reinst 
erwerbbaren Form verwendet. Nicht in der folgenden Liste aufgeführte Chemikalien 
wurden von den Firmen Merck und Sigma-Aldrich bezogen und sind zum Teil direkt im 
Methoden-Teil aufgeführt.  
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Agarose „SeaKem LE agarose“   Cambrex, Rockham, ME, USA 
Ammoniumsulfat     Merck, Darmstadt 
Ampicillin      Sigma-Aldrich, Deisenheim 
5-Aza-2’-desoxyctidin    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Bacto-Agar      Roth, Karlsruhe 
Bacto-Trypton     Invitrogen, Karlsruhe 
Borsäure      Merck, Darmstadt 
Bromphenolblau     Merck, Darmstadt 
CASYTON      Schärfe System, Reutlingen 
Diaminobenzidin     DAKO, Glostrup, Dänemark 
Diethylpyrocarbonat     Roth, Karlsruhe 
Dimethylsulfoxid     Merck, Darmstadt 
Dinatriumhydrogensulfat    Fluka, Neu-Ulm 
EGF       Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Ethidiumbromid     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
FuGENE6      Roche Diagnostics, Mannheim 
Fötales Kälberserum (FKS)    Seromed Biochrom, Deisenhofen 
Geneticin      Invitrogen, Karlsruhe 
Glycerin      Merck, Darmstadt 
Hefeextrakt      Serva, Heidelberg 
HPLC-Wasser, Pyrophosphat-frei   Merck, Darmstadt 
Hydrocortison     Sigma-Aldrich, Deisenheim 
Insulin       Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dänemark 
Kaliumchlorid     Merck, Darmstadt 
Kristallviolett      Merck, Darmstadt 
L-Glutamin      PAA, Cölbe 
Lithiumchlorid     Merck, Darmstadt 
Magnesiumchlorid     Merck, Darmstadt 
Magnesiumsulfat     Merck, Darmstadt 
2-Mercaptoethanol     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Methylenblau      Merck, Darmstadt 
Natriumacetat     Merck, Darmstadt 
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Natriumchlorid     Merck, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat   Fluka, Neu-Ulm 
Natriumhydroxid     Merck, Darmstadt 
Natriumpyruvat     Sigma-Aldrich, Deisenheim 
Natriumzitrat      Fluka, Neu-Ulm 
Penicillin; Streptomycin    Biochrom, Berlin 
Salzsäure      Merck, Darmstadt 
Tissue-Tek       Sakura Finetek, Zoeterwoude,  
       Niederlande 
Trichostatin A      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Trisbase      Merck, Darmstadt 
TRIzol       Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin      Biochrom, Berlin 
VitroClud      Langenbrinck, Emmendingen 
Xylencyanol      Roth, Karlsruhe 
Zitronensäure      Fluka, Neu-Ulm 
 
2.3.3 Lösungsmittel 
Aceton      Merck, Darmstadt 
Chloroform      Merck, Darmstadt 
Ethanol      Merck, Darmstadt 
Formaldehyd      Merck, Darmstadt 
Isopropanol      Merck, Darmstadt 
Methanol      Merck, Darmstadt 
Xylol       Merck, Darmstadt 
 
 
2.4 Lösungen und Puffer 
 
Die folgenden Puffer und Lösungen wurden mit H2O-bidest hergestellt, wo geboten 
sterilfiltriert oder autoklaviert. Nicht aufgeführte Puffer und Lösungen sind im 
Methodenteil beschrieben, oder es wurden kommerzielle Puffer verwendet. 
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10× TBE-Puffer 890 mM Tris; 20 mM EDTA; 890 mM Borsäure (pH 8.3) 
Agarose-Lsg. 0.8-2% (w/v) Agarose in 1 × TBE-Puffer 
Ethidiumbromid-Lsg. 35 μl Ethidiumbromid-Stammlsg. (10 mg/ml) in 1 × TBE-Puffer (350 µg/l) 
5× Ladepuffer 2.5 mM Tris-HCl pH 8.0; 50 mM EDTA (pH 8.0); 90% Glycerin; 0.01% Bromphenolblau; 0.01% Xylencyanol 
dNTP-Mix PCR dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 2.5 mM 
dNTP-Mix MSP dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 25 mM 
10× PCR-Puffer 500 mM KCl; 100 mM Tris-HCl (pH 8.3) 
10× MSP-Puffer 167 mM Ammoniumsulfat; 670 mM Tris (pH 8.8); 67 mM MgCl2;  100 mM 2-Mercaptoethanol 
Tris-EDTA-Puffer 100 mM Tris-HCl; 10 mM EDTA 
Trypsin-EDTA-Lsg. 0.05% Trypsin; 0.02% EDTA in PBS 
10× PBS-Puffer 160 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2PO4; 1,5 M NaCl (pH 7.5) 
Kristallviolett-Lsg. 0.25% (w/v) Kristallviolett in 10% Formalin/80% Methanol/10% H2O 
Methylenblau-Lsg. 0.1% (w/v) Methylenblau in Ethanol abs. 
Mayers Hämalaun-Lsg. 
1 g Hämatoxylin in 1l H2O lösen; 200 mg Na-Iodat und 50 g 
Aluminiumkaliumsulfat zugeben; nach dem Lösen 50 g Chloralhydrat 
und 1 g Zitronensäure zugeben 
Eosin-Lsg. 1 g Eosin in 100 ml H2O 
DEPC-H2O 0,1% (w/v) DEPC in H2O, ü. N. gerührt, autoklaviert 
Zitratpuffer Lösung A: 100 mM Zitronensäure; Lösung B: 100 mM Natriumzitrat;  Kurz vor Gebrauch: 1.8 ml Lsg. A in 8.2 ml Lsg. B mischen (pH 6) 
 
 
2.5  Medien 
 
2.5.1 Medien zur Anzucht von E. coli 
Die Medien wurden bei 121 °C und 2 bar für 20 min autoklaviert. Nach Bedarf wurde LB-
Medien nach dem Autoklavieren 100 µg/ml Ampicillin zugesetzt. 
 
LB-Medium: 10 g NaCl 
10 g Bacto-Trypton 
5 g Hefeextrakt 
ad 1000 ml H2O (pH 7.4) 
LB-Agar: 10 g NaCl 
10 g Bacto-Trypton 
5 g Hefeextrakt 
15 g Bacto-Agar 
ad 1000 ml H2O (pH 7.4) 
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SOC-Medium: 10 g Hefeextrakt 
20 g Bacto-Trypton 
10 mM NaCl 
2.5 mM KCl 
10 mM MgCl2 
10 mM MgSO4 
20 mM Glucose 
ad 1000 ml H2O (pH 7.0) 
 
 
2.5.2 Zellkulturmedien 
Alle Zellkulturmedien wurden von der Firma PAA Laboratories (Cölbe) bezogen. 
MCF10A DMEM low Glucose/F12; 10% FKS; 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/l Penicillin; 
50 mg/l Streptomycin; 10 µg/ml Insulin; 500 ng/ml Hydrocortison; 20 ng/ml 
EGF 
MCF12A 
BT20 
BT474 
MCF7 
MDA-MB231 
MDA-MB453 
MDA-MB468 
DMEM low Glucose; 10% FKS; 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/l Penicillin; 50 
mg/l Streptomycin 
Hs578T DMEM low Glucose; 10% FKS; 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/l Penicillin; 50 
mg/l Streptomycin; 10 µg/ml Insulin; 1 mM Natriumpyruvat 
SKBR3 McCoy5A; 10% FKS; 50 Einheiten/l Penicillin; 50 mg/l Streptomycin; 1% 
Vitaminlösung 
T47D 
ZR75-1 
RPMI 1640; 10% FKS; 50 Einheiten/l Penicillin; 50 mg/l Streptomycin; 1% 
Vitaminlösung (Cholin, Folsäure, Myo-Inositol, Nicotinamid,  
D-Panthothensäure, Pyridoxal, Riboflavin, Thiamin)  
 
 
2.6 Reagenzien für die Immunhistochemie 
 
2.6.1  Polyklonale Primärantikörper 
SFRP2:  IgG Kaninchen anti-human; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
DKK3:  IgG Kaninchen anti-human; Abgent, San Diego, CA, USA 
ITIH5:   IgG Kaninchen anti-human; Eurogentec, Seraing, Belgien 
 
2.6.2  Detektionskits für die Immunhistochemie 
SFRP2:  EnVision Kit K5007 (DAKO, Glostrup, Dänemark) 
DKK3:  Advance Kit K4068 (DAKO, Glostrup, Dänemark) 
ITIH5:  Real Detection System (LSAB+) K5001 (DAKO, Glostrup, Dänemark) 
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2.7  Molekularbiologische Kits und Reagenzien 
 
 
EZ DNA Methylation Kit Zymo Research, Bad Homburg 
Qiagen Plasmid Miniprep Kit I Qiagen, Hilden 
QIAamp DNA Mini Kit  Qiagen, Hilden 
RNAse A Qiagen, Hilden 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden 
Reverse Transcriptase System Promega, Mannheim 
GoTaq-Flexi DNA Polymerase  Promega, Mannheim 
EcoRI + EcoRI 10x Puffer Fermentas, St. Leon-Rot 
Light Cycler DNA Master SYBR Green I Kit Roche Diagnostics, Mannheim 
Cell Proliferation Kit II (XTT) Roche Diagnostics, Mannheim 
TaqMan predeveloped Assay SFRP5 Applied Biosystems, Weiterstadt 
TaqMan predeveloped Assay GAPDH Applied Biosystems, Weiterstadt 
2x TaqMan Universal PCR Mastermix Applied Biosystems, Weiterstadt 
PyroGold SQA Reagents Biotage AB, Uppsala, Schweden 
Streptavidin-Sepharose HP beads Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden 
Marker DNA 100 bp Leiter, 0.1 μg/μl    Invitrogen, Karlsruhe 
VenorGem (Mycoplasma Detection Kit)   Minerva Biolabs, Berlin 
 
 
2.8  Oligonukleotide 
 
Sämtliche verwendete Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Planegg, 
Martinsried) in einer Konzentration von 100 µM in Wasser gelöst bezogen. 
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2.8.1 Oligonukleotide für die RT-PCR 
 
 Sequenz (5' → 3') TA [°C] 
Primer 
[nM] Zyklen 
Produkt 
(bp) 
RT-PCR 
GAPDH TGGTCACCAGGGCTGCTT 
 GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT 
59 400 35 510 
SFRP1 CACAACGTGGGCTACAAGAA 
 GAAGTGGTGGCTGAGGTTGT 
60 400 35 599 
SFRP2 ATGATGATGACAACGACATAATG 
 ATGCGCTTGAACTCTCTCTGC 
60 400 35 322 
DKK3 AAGGCAGAAGGAGCCACGAGTGC 
 GGCCATTTTGGTGCAGTGACCCCA 
59 400 35 182 
ITIH5 GCAACGACGTGGACT TCA 
 GGGGTCCTGATTTCATCGTA 
60 400 35 107 
WNT1 CGAGTGCAAGTGGCAGTTC 
 AACGCCGTTTCTCGACAG 
60 400 35 105 
    TA, Annealing Temperatur 
 
 
2.8.2 Oligonukleotide für die semiquantitative Realtime RT-PCR 
 
 Sequenz (5' → 3') TA [°C] 
Primer 
[nM] Zyklen 
Produkt 
(bp) 
Semiquantitative Realtime RT-PCR  
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 
 TGGACTCCACGACGTACTCA   
60 200 40 108 
SFRP1 AGATGCTTAAGTGTGACAAGTTCC 
 TCAGATTTCAACTCGTTGTCACAG 
60 400 50 130 
SFRP2 GATGACAACGACATAATGGAAACG 
 GGATGATTTTGGTATCTCGGTTGA 
60 400 50 100 
DKK3 ACAGCCACAGCCTGGTGTA 
 CCTCCATGAAGCTGCCAAC 
60 400 50 123 
ITIH5 GGGTGCCCCAATTAACTCTC 
 TCACCGTGTGCTTCAACATT 
60 400 50 87 
Cyclin D1 CCGTCCATGCGGAAGATC 
 ATGGCCAGCGGGAAGAC 
60 200 40 98 
c-myc CCTACCCTCTCAACGACAGC 
 CTCTGACCTTTTGCCAGGAG 
60 200 40 247 
β-Actin GGACGACATGGAGAAAATC 
 GCTATCCAGGCTGTGCTAT 
60 200 40 185 
    TA, Annealing Temperatur 
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2.8.3 Oligonukleotide für die Methylierungs-spezifische PCR 
 
 Sequenz (5' → 3') TA [°C] 
Primer 
[nM] Zyklen 
Produkt 
(bp) 
Methylierungs-spezifische PCR (MSP) 
SFRP1-U GTTTTGTAGTTTTTGGAGTTAGTGTTGTGT 
 CTCAACCTACAATCAAAAACAACACAAACA 
58 400 35 135 
SFRP1-M TGTAGTTTTCGGAGTTAGTGTCGCGC 
 CCTACGATCGAAAACGACGCGAACG 
58 400 35 126 
SFRP2-U TTTTGGGTTGGAGTTTTTTGGAGTTGTGT 
 AACCCACTCTCTTCACTAAATACAACTCA 
58 400 35 146 
SFRP2-M GGGTCGGAGTTTTTCGGAGTTGCGC 
 CCGCTCTCTTCGCTAAATACGACTCG 
58 400 35 141 
SFRP5-U GTAAGATTTGGTGTTGGGTGGGATGTTT 
 AAAACTCCAACCCAAACCTCACCATACA 
61 400 35 141 
SFRP5-M AAGATTTGGCGTTGGGCGGGACGTTC 
 ACTCCAACCCGAACCTCGCCGTACG 
61 400 35 136 
WIF1-U GGGTGTTTTATTGGGTGTATTGT 
 AAAAAAACTAACACAAACAAAATACAAAC 
57 400 35 154 
WIF1-M CGTTTTATTGGGCGTATCGT 
 ACTAACGCGAACGAAATACGA 
57 400 35 145 
DKK3-U TTAGGGGTGGGTGGTGGGGT 
 CTACATCTCCACTCTACACCCA 
58 320 34 126 
DKK3-M GGGCGGGCGGCGGGGC 
 ACATCTCCGCTCTACGCCCG 
58 320 34 120 
ITIH5-U TTGGTGATAGAAATTAAGTAAGTTTGT 
 AAAACCACCTATATTAACCCCACA 
56 400 35 221 
ITIH5-M TTGGCGATAGAAATTAAGTAAGTTC 
 AACCACCTATATTAACCCCACG 
56 400 35 219 
    TA, Annealing Temperatur; U, unmethylierte Sequenz; M, methylierte Sequenz 
 
 
2.8.4 Oligonukleotide für die Pyrosequenzierung 
 
 Sequenz (5' → 3') TA [°C] 
Primer 
[nM] Zyklen 
Produkt 
(bp) 
Pyrosequenzierung 
SFRP1 AGGGGTGTTGAGTYGYGTTTGGTTTTAGTAAAT 
 bio-TCCTACCRCAAACTTCCAAAAACCT 
 Seq. TAGTTTTGTAGTTTTYGGAGTTA 
65 400 50 414 
SFRP2 GGTTAAGAAAATTTTGGTTGTGTTTTAG 
 bio-AACCAAAACCCTACAACAACATCATAAA 
 Seq. TTTTGGTTGTGTTTTAGTA 
58 400 50 291 
    TA, Annealing Temperatur; Bio, biotinyliert; Seq., Sequenzierungsprimer 
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2.9 Software und Datenbanken 
 
SOFTmax 1.2.0 für ELISA Molecular Devices, München 
LightCycler Run Vers 5.32 Roche Diagnostics, Mannheim 
Pyro Q-CpG Software Biotage AB, Uppsala, Schweden 
PSQ Assay Design Biotage AB, Uppsala, Schweden 
SPSS 14.0 SPSS, Chicago, IL, USA 
Methprimer http://www.urogene.org/methprimer 
CpG Island Searcher http://cpgislands.usc.edu 
ENSEMBL  http://www.ensembl.org 
GeneCards http://www.genecards.org 
Genomatix http://www.genomatix.de 
Primer3 http://www.frodo.wi.mit.edu 
PUBMETH http://www.pubmeth.org 
 
 
2.10 Molekularbiologische Analysen 
 
2.10.1 Extraktion von DNA aus Frischgewebe und Zelllinien 
Genomische DNA wurde mittels des QIAamp DNA Mini Kit der Firma Qiagen entsprechend 
der Herstellerangaben extrahiert. Von kryokonservierten humanen Gewebeproben wurden 
jeweils 20 Schnitte (10 µm Dicke) angefertigt und vereint. Dabei wurde die Anwesenheit der 
erwarteten Zellart (tumorfreies Brust-Normalepithel bzw. invasiver Tumor) vor dem ersten 
und nach dem letzten Schnitt mikroskopisch nach H&E-Färbung abgesichert. Für 
tumorfreies Normalgewebe war ein Epithelanteil von > 30% erforderlich, für Tumorgewebe 
galt Abwesenheit von Normalepithel, peri-tumorösem DCIS  und ein Tumorzellanteil von > 
50% als Einschlusskriterium. Vereinte Schnitte wurden zunächst mit 20 µl Proteinase K-
Lösung (20 μg/ml) in einem entsprechendem Lyse-Puffer (180 µl ATL-Puffer) ü.N. bei 56 ºC 
und 800 rpm in einem Thermomixer inkubiert. Es folgte ein fünfminütiger RNAse A-Verdau 
(20 Einheiten in 180 µl AL-Puffer) bei Raumtemperatur, um kopräzipitierte RNA im Ansatz 
zu eliminieren. Durch eine Inkubation bei 70 °C für 10 min wurde die RNAse-Aktivität 
gestoppt. Nach Zugabe von 200 µl Ethanol abs. wurde die Lösung auf eine QIAamp-Säule 
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aufgetragen und diese bei 6.000 x g zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und 
anschließend zunächst mit 500 µl AW1-Puffer sowie zuletzt mit 500 µl AW2-Puffer 
gewaschen. Eluiert wurde die DNA in 100 µl Tris-Puffer (10 mM; pH 7.6) und sofort weiter 
verwendet, oder bis zur Verwendung bei -20 ºC gelagert. 
Für die DNA-Isolation aus Zelllinien wurden 5 x 106 Zellen pelletiert, mit PBS gewaschen 
und in 200 µl PBS resuspendiert. Durch die Zugabe von 20 µl einer Proteinase K-Lösung (20 
μg/ml) in 200 µl AL-Puffer und einer Inkubation bei 56 ºC für 10 min wurden die Zellen 
lysiert. Es folgte ein fünfminütiger RNAse A-Verdau (20 Einheiten) bei Raumtemperatur, 
um kopräzipitierte RNA im Ansatz zu eliminieren. Ab diesem Schritt wurde die DNA-
Extraktion analog zur DNA-Extraktion aus Frischgewebe weitergeführt. 
 
2.10.2 Extraktion von frei zirkulierender DNA aus humanem Serum 
Von Tumorpatienten wurden 10 ml präoperatives Vollblut in entsprechenden 
gerinnungsaktivierenden Serumröhrchen inkl. Granulat (Vacuette, Greiner bio-one) 
gewonnen. Dieses wurde nach Entnahme zentrifugiert (1800 x g, 25 min, 4 °C) und das 
zellfreie Serum wurde sodann abgenommen und weiter verwendet, oder bis zur 
Verwendung bei -20 ºC gelagert. Die Extraktion von DNA aus diesem Serum erfolgte mittels 
des QIAamp DNA Mini Kit. Je 1 ml Serum wurde dabei in fünf Aliquots zu je 200 µl 
aufgeteilt. Zu jedem Aliquot wurde 20 μl Proteinase K-Lösung (20 μg/ml) sowie 200 μl AL-
Puffer zugegeben und kurz gemischt. Nach einer Inkubation bei 70 ºC für 10 min wurden je 
Aliquot 210 μl Isopropanol hinzugegeben. Der Ansatz eines Aliquots wurde auf eine 
QIAamp-Säule gegeben, für eine Minute bei 6.000 x g zentrifugiert. Anschließend wurde das 
Filtrat verworfen. Danach wurde der Ansatz des zweiten Aliquots ebenfalls auf dieselbe 
Säule gegeben, bei gleichen Bedingungen zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Mit den 
Aliquots drei, vier und fünf wurde ebenso verfahren, sodass DNA aus 1 ml Serum vereint 
auf einer Säule gebunden vorlag. Die Säule wurde mit 500 μl AW1-Puffer und anschließend 
mit 500 μl AW2-Puffer gewaschen (je 6.000 x g, 1 min). Die Trocknung der Säule erfolgte 
durch erneute Zentrifugation bei 16.000 x g für 1 min. Zur Elution der DNA wurde die Säule 
in ein frisches Reaktionsgefäß gesetzt und 50 μl eines vorgewärmten (70 °C) Tris-Puffers (10 
mM; pH 7.6) auf die Membran gegeben. Nach einer Inkubation bei 70 °C für 5 min wurde 
für 1 min bei 6.000 x g zentrifugiert. Die eluierte DNA wurde entweder sofort 
weiterverwendet, oder bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. 
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2.10.3 Extraktion von Gesamt-RNA aus Frischgewebe und Zelllinien 
Die Isolation von Gesamt-RNA wurde mittels TRIzol-Reagenz der Firma Invitrogen 
entsprechend der Herstellerangaben durchgeführt. Aufgrund der Instabilität von RNA und 
der Sensitivität gegen RNAsen wurden ausschließlich doppelt autoklavierte Pipettenspitzen 
und Reaktionsgefäße sowie besonders gereinigte Pipetten verwendet. In Zwischenschritten 
wurde die RNA auf Eis gekühlt. 
Gewebeschnitte aus kryokonserviertem Frischmaterial wurden wie unter 2.11.1 beschrieben 
präpariert. Die vereinten Schnitte wurden mit 1 ml TRIzol versetzt, mehrmals invertiert und 
für 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das Homogenisat mit 200 μl 
Chloroform versetzt und vorsichtig 10-mal invertiert. Nach einer Inkubation für 3 min bei 
Raumtemperatur wurde durch Zentrifugation (4ºC, 12.000 x g, 15 min) die rote, organische 
Phase von der klaren, wässrigen Phase getrennt. Die wässrige Phase, welche die RNA 
enthält, wurde in ein sauberes 1.5 ml Reaktionsgefäß überführt. Für die RNA-Präzipitation 
wurde der Überstand mit 500 μl Isopropanol gemischt und 5 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Durch Zentrifugation (4ºC, 12.000 x g, 10 min) wurde die RNA sedimentiert und 
anschließend mit 1 ml Ethanol (75%, mit DEPC-H2O eingestellt) gewaschen. Abschließend 
wurde der Überstand vorsichtig abgesaugt und das RNA-Pellet leicht getrocknet. Die 
Resuspension der RNA erfolgte in 27 μl DEPC- H2O. Sodann wurde die RNA sofort weiter 
prozessiert, oder bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. 
 
2.10.4 Aufreinigung und Konzentrierung von RNA 
In solchen Fällen, in denen die Konzentration der gewonnenen RNA oder deren Reinheit 
nicht den Anforderungen für weitere Applikationen entsprach, wurde die RNA mit 1/10 
Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5.2) und 1 Vol. Isopropanol für eine Stunde bei -20ºC 
präzipitiert. Anschließend wurde die gefällte RNA bei 12.000 x g 10 min pelletiert, in 75% 
Ethanol (mit DEPC-H2O eingestellt) gewaschen, erneut 10 min bei 12.000 x g zentrifugiert 
und der Überstand bis auf ein Volumen von ca. 10 µl abgesaugt. Um Reste des Alkohols 
vollständig zu entfernen, wurden die Reaktionsgefäße bei geöffnetem Deckel für 10 min im 
Vakuum (SpeedVac) getrocknet. Das Pellet konnte sodann in einer adäquaten Menge DEPC- 
H2O resuspendiert werden. 
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2.10.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung für Nukleinsäuren erfolgte durch Messung 
der Extinktion bei einer Lichtwellenlänge von λ = 260 nm (Absorptionsmaximum von 
Nukleinsäuren) und λ = 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) in einer geeigneten 
Verdünnung mittels des NanoDrop-ND1000. Mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes 
kann daraus die Konzentration der Nukleinsäure berechnet werden: 
 
        
 
mit: 
c:  Konzentration [µg/ml] 
Eλ:  Extinktion bei der Wellenlänge λ 
l:  Weglänge des Lichts im Material [cm] 
αλ: natürlicher molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlänge λ [l * mol-1 * cm-1] 
 
 
Nach der Kalibrierung des Gerätes mit dem jeweiligen Lösungsmittel wurden 2 µl der 
Nukleinsäurelösung für die Bestimmung verwendet. Eine Extinktion von 1.0 bei E260 
entspricht einer dsDNA-Konzentration von 50 μg/ml bzw. einer RNA-Konzentration von 
40 µg/ml. Eine proteinfreie Nukleinsäurelösung weist nach der Bestimmung einen 
Quotienten E260/E280 von 1.8–2.0 bei DNA, und > 2.0 bei RNA auf. Die Integrität 
hochmolekularer genomischer DNA wurde durch Auftragen von 1 μg unverdauter DNA 
auf ein 0.7%iges Agarosegel elektrophoretisch überprüft. 
 
2.10.6  Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 
Die reverse Transkription von RNA zu cDNA erfolgte mit dem  Reverse Transcription System 
von Promega und wurde entsprechend der Herstellerangaben durchgeführt. Um die cDNA 
Ausbeute zu erhöhen wurden Oligo-dT-Primer (dT(15)) und Hexamer-Zufallsprimer (pdN(6)) 
im Verhältnis 1:2 gemischt. Für die Synthese wurde möglichst 1 μg RNA in 10 μl DEPC-H2O 
vorgelegt und für 10 min bei 70 °C inkubiert. Diesem Schritt, der dem Aufschmelzen von 
Sekundär/Tertiärstrukturen diente, folgte eine direkte Inkubation auf Eis, um ein 
Renaturieren der Strukturen zu verhindern. Danach erfolgte die Zugabe von 10 μl eines 
Reaktionsmixes, bestehend aus 5 mM MgCl2, 2 µl Reverse Transkriptase-Puffer (10x), 1 μl 
dNTP-Mix (je 10 mM), 20 Einheiten RNAse-Inhibitor, 0.5 µl Oligo-dT-Primer (0.5 µg/µl), 0.5 
c = Eλ/(l * αλ) 
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µl Hexamer-Primer (0.5 µg/µl) und 15 Einheiten AMV Reverse Transkriptase. Im Folgenden 
wurde der Ansatz erst 10 min bei Raumtemperatur (Primer-Bindung) und im Anschluss 20 
min bei 42 °C inkubiert (Synthese). Abschließend erfolgte die Enzym-Inaktivierung durch 
eine Inkubation bei 95 °C für 5 min. Die fertige cDNA wurde mit einer entsprechenden 
Menge DEPC-H2O auf eine Konzentration von 20 ng/µl verdünnt und sofort weiter 
prozessiert, oder bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. 
 
2.10.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)  ist man in der 
Lage, gezielte Genabschnitte enzymatisch zu amplifizieren und nach einer Anfärbung 
sichtbar zu machen [Mullis et al., 1986]. Ein PCR-Ansatz besteht aus den DNA-Matrizen 
(Template), den Primern (als Starter-Moleküle für die Amplifikationssreaktion), den 
einzelnen Nukleotiden (als Bausteine für die Bildung der DNA-Kopien), der Taq DNA 
Polymerase (einem hitzestabilen Enzym aus Thermus aquaticus, welches die 
Amplifikationsreaktion katalysiert), Mg2+-Ionen (als Ko-Faktor der Taq Polymerase) und 
einem geeigneten Reaktions-Puffer. Die PCR beruht auf einem wiederkehrenden 
Replikations-Zyklus aus drei Schritten: 
 
I. Denaturierung: Die Reaktionslösung wird auf ca. 95 °C erhitzt. Dadurch trennen sich die 
beiden komplementären Stränge, die DNA wird denaturiert. 
II. Annealing: Das Herabsetzen der Temperatur auf 50 - 60 °C ermöglicht die 
Hybridisierung von Primern an die DNA. Es kommt nur zu einer stabilen Bindung, wenn 
die Primer-Sequenz und Matrizen-Sequenz zueinander komplementär sind. 
III. Extension: Im folgenden Schritt wird die Temperatur auf 72 °C erhöht, der optimalen 
Reaktions-Bedingung für Taq DNA Polymerase, die nachfolgend Nukleotide an die 3’-
Enden der hybridisierten Primer anbaut. DNA-Primer-Verbindungen, die nicht strikt 
komplementär zur Primersequenz sind, werden bei diesen Temperaturen erneut 
voneinander getrennt.  
 
Eine mehrmalige Wiederholung dieser drei Schritte verdoppelt idealerweise jedes Mal die 
Zahl der vorhandenen DNA-Moleküle, was praktisch jedoch nicht erreicht wird, da 
biologisches Material Substanzen enthalten kann, die die Taq Polymerase hemmen, und sich 
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mit zunehmender Zyklenzahl die Reaktionsbedingungen verschlechtern. Ein typischer PCR-
Ansatz enthält die im Folgenden aufgelisteten Komponenten: 
 
Standardansatz der Polymerase-Kettenreaktion 
 5 µl PCR-Puffer (5x) 
 2.5 µl MgCl2 (25 mM) 
 1 µl dNTPs (je 10 mM) 
 0.5 µl sense-Primer (10 µM) 
 0.5 µl antisense-Primer (10 µM) 
 1-2 Einheiten Taq DNA Polymerase 
 5-20 ng Template-DNA 
 ad. 25 µl H2O 
 
 
Die nachfolgend aufgeführten Angaben zu Temperatur und Dauer der einzelnen Schritte 
beziehen sich auf das Standardprotokoll einer Hot Start-PCR. In dieser PCR wird die Taq 
DNA Polymerase erst nach der initialen Denaturierung zugegeben, um unspezifische 
Amplifikation während der Aufheizphase zu verhindern. Es gibt inzwischen jedoch eine 
Vielzahl von Abwandlungen, die für spezielle Anforderungen optimiert sind. Die 
Temperaturen, Inkubationsdauern und Zyklenzahl sind dabei in engeren Grenzen variabel 
und müssen auf die jeweilige Anwendung ausgerichtet werden. 
 
Standard-Temperaturprofil einer Polymerase-Kettenreaktion 
1. Initiale Denaturierung 95 ºC 5 min 
2. Hot Start (Zugabe der Taq DNA Polymerase) 80 ºC 2 min 
2. Denaturierung 95 ºC 30 sek 
3. Primer-Annealing 55 ºC 30 sek 
4. Extension 72 ºC 30 sek 
5. Finale Extension 72 ºC 5 min 
6. Kühlen 4 ºC ∞ 
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Eine Anwendungsvariante der PCR ist die in dieser Arbeit häufig durchgeführte RT-PCR 
(Reverse Transkriptions-PCR), welche cDNA statt genomischer DNA als Template 
verwendet, und mittels derer eine Genexpressionsstärke auf mRNA Ebene bestimmt 
werden kann. Um eine mögliche Amplifikation von genomischen DNA-Kontaminationen 
auszuschließen wurden sämtliche Primer so entworfen, dass sense- und antisense-Primer 
entweder in verschiedenen Exons hybridiseren (Intron-überspannend) oder Primer-
Hybridisierungsstellen teilweise an Exon-Intron-Übergängen liegen, sodass die designierte 
Hybridisierungsstelle erst in fertig gesplicter mRNA vorliegt. 
 
2.10.8 Agarose-Gelelektrophorese 
Aufgrund der negativen Ladung ihres Phosphatrückgrats wandert DNA als Polyanion in 
einem elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Lässt man die Moleküle durch ein 
engmaschiges Netz (z. B. Agarosekolloide) wandern, so korreliert die Laufgeschwindigkeit 
auf Grund des Siebeffekts umgekehrt proportional mit dem Logarithmus der Molekülgröße. 
Kleine Moleküle wandern somit schneller als große Moleküle. Setzt man dem Gel den 
interkalierenden Fluoreszenz-Farbstoff Ethidiumbromid hinzu, so kann die Nukleinsäure 
am Ende im UV-Licht sichtbar gemacht werden. Je nach Anwendung und molekulare Größe 
der zu detektierenden DNA wurden 0.7% - 2% Agarose-Gele in 1x TBE-Puffer hergestellt. 
Diese Lösung wurde aufgekocht, bis sich die Agarose vollständig gelöst hat. Etwaige 
Verdunstungsverluste wurden mit A.dest. aufgefüllt. Nach dem Abkühlen auf etwa 60 ºC 
wurde der Agarose Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0.5 µg/ml zugesetzt. Diese 
Mischung wurde in eine Gelkammer gegossen und ein Gelkamm eingesetzt. Nach dem 
Aushärten wurde das Gel in eine Laufkammer gesetzt und mit soviel Ethidiumbromid-
haltigem 1x TBE-Puffer aufgefüllt, bis das Gel maximal 1 mm mit Puffer überschichtet war. 
PCR-Proben wurden 1:5 mit farbig markiertem Ladepuffer versetzt. Ein DNA-
Längenstandard und die PCR-Proben wurden in die Geltaschen pipettiert und die 
Elektrophorese für 30 – 60 min bei einer Feldstärke von 5 Volt / cm durchgeführt. Zur 
Sichtbarmachung von DNA-Banden wurde das Gel anschließend auf einen Transilluminator 
UV-Licht-Tisch gelegt und fotografiert. 
 
2.10.9 Semi-quantitative Realtime RT-PCR 
Um die Expressionshöhe eines spezifischen Transkripts in einer RNA-Präparation zu 
bestimmen, wurde die semi-quantitative Realtime RT-PCR verwendet. Ähnlich der 
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konventionellen RT-PCR wurde die RNA zunächst in cDNA revers transkribiert und im 
Anschluss mittels Gen-spezifischer Primer amplifiziert. In der Realtime RT-PCR kann 
jedoch der Nachweis des PCR-Produktes simultan zur Amplifikation ermöglicht werden. 
Der LightCycler (Roche Diagnostics) ist ein Kapillar-Cycler, bei welchem während der PCR-
Zyklen mit einem Laser Fluorochrom-markierte Produkte angeregt werden, welche 
daraufhin fluoreszierendes Licht emittieren. Im Rahmen der hier beschriebenen 
Experimente wurde SYBR Green I, ein signalstarkes Fluorochrom aus dem LightCycler 
FastStart DNA Master SYBR Green I-Kit (Roche Diagnostics), eingesetzt. Bei SYBR Green 
handelt es sich um einen Cyanin-Fluoreszenzfarbstoff, welcher spezifisch in die kleine 
Furche doppelsträngiger DNA interkaliert. Verursacht durch diese Bindung wird die 
emittierte Fluoreszenz bei gleicher Anregungsintensität um ein Vielfaches erhöht. Die 
direkte Zunahme der Fluoreszenz wird nach jedem Amplifikations-Zyklus gemessen. Eine 
fortlaufende Messung des PCR-Produktes ermöglicht so die exakte Mengenbestimmung in 
der exponentiellen Phase der PCR-Reaktion. Der Fluoreszenzgewinn nach jedem 
Extensionsschritt spiegelt dabei die gebildete Menge an doppelsträngigem Produkt in der 
PCR-Reaktion wider. 
Die aus Gewebe- oder Zelllinien-RNA synthetisierte cDNA wurde als Template in die 
Realtime RT-PCR Reaktionen eingesetzt. Zur Normalisierung der eingesetzten cDNA-
Menge wurde bei jedem Lauf für jede cDNA Präparation die Expression des Haushalts-
Gens Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) mitbestimmt. Im Folgenden ist 
ein Standard Realtime RT-PCR-Ansatz aufgelistet: 
 
Standardansatz der Realtime RT-PCR (LightCycler) 
2 µl SYBR Green I Mix 
2.4 µl MgCl2 (25 mM) 
0.5 µl sense-Primer (10 µM) 
0.5 µl antisense-Primer (10 µM) 
5-20 ng Template-DNA 
ad. 20 µl H2O 
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Der Reaktionsansatz wurde in spezielle Glaskapillaren für das LightCycler-System 
pipettetiert, diese mit einem Deckel verschlossen und bei 800 x g in einer Tischzentrifuge 15 
sek abzentrifugiert. Die Kapillaren wurden in das Gerät gesetzt und ein Gen-spezifisches 
Temperaturprofil gestartet, welches beispielhaft nachfolgend aufgelistet ist: 
 
Standard-Temperaturprofil einer Realtime RT-PCR 
1. Initiale Denaturierung (aktiviert die Taq Polymerase) 95 ºC 15 min 
2. Denaturierung 95 ºC 10 sek 
3. Primer-Annealing 55 ºC 10 sek 
4. Extension 72 ºC 15 sek 
 
 
Schmelzkurvenanalyse 
Im Anschluss an jede PCR-Reaktion wurde zur Verifizierung der Gen-spezifischen  
Amplifikation eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, da es neben der Amplifikation der 
Zielmoleküle ebenfalls zur Bildung von Nebenprodukten, z.B. Primerdimeren kommen 
kann. Eine schrittweise Temperaturerhöhung führte zur Denaturierung der DNA-
Doppelstränge und zur Freisetzung der Fluorochrome. Die Schmelzpunkttemperatur ist 
dabei abhängig sowohl von der Basenpaar-Länge als auch der Basenzusammensetzung der 
entsprechenden Amplifikate. Die resultierende Fluoreszenzabnahme wurde aufgezeichnet. 
Die Schmelzkurven ergaben sich aus der ersten Ableitung (dF/dT) der Funktion 
Fluoreszenzintensität (F) in Abhängigkeit von der Temperatur (T). Die jeweiligen 
Schmelztemperaturen ermöglichten die Unterscheidung zwischen spezifischen 
Reaktionsprodukten und eventuellen Ko-Amplifikationsprodukten. In Reaktionen, in denen 
es nicht möglich war durch Optimierung der Reaktionsbedingungen und geeigneter 
Primersequenzen spezifische Amplifikation zu erreichen, wurde der Temperatur-Zeitpunkt 
der Fluoreszenzaufnahme variiert. Dieser lag dann zwischen der Schmelztemperatur von 
Dimeren und der Schmelztemperatur des spezifischen Produkts.  
 
Analyse der relativen Expression 
Bei Realtime PCR-Systemen basiert die Quantifizierung des Produkts auf der Berechnung 
des Schwellenwertes der Fluoreszenz, der CT-Wert (Cycle Threshold) genannt wird. Er 
bezeichnet jenen PCR-Zyklus, bei welchem die emittierte Fluoreszenz die Hintergrund-
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Fluoreszenz signifikant übersteigt. Für die Quantifizierung der Zielgen-Expression wurden 
die CT-Werte von Zielgen und Referenzgen (GAPDH) derselben cDNA ins Verhältnis 
zueinander gesetzt. 
 
Zunächst wurde die Differenz der CT-Werte (ΔCT) zwischen Zielgen und Referenzgen 
berechnet: 
 
 ΔCT = CT Zielgen - CT Referenzgen 
 
Anschließend wurde die ΔCT -Differenz (ΔΔCT) zwischen zwei Proben (z.B. Probe 1 = 
Normal, Probe 2 = Tumor) berechnet: 
 
 ΔΔCT= ΔCT Probe 1 - ΔCT Probe 2 
 
Zum Schluss wurde die relative Expression, die die x-fache Über- oder Unterexpression des 
Zielgens in Probe 2 in Relation zu Probe 1 beschreibt, wie folgt berechnet: 
 
 Expressionsstärke = 2-ΔΔC 
 
Diese Methode der relativen (oder komparativen) Quantifizierung ist detailliert beschrieben 
in [Fink et al., 1998]. 
 
2.10.10 Quantitative Realtime RT-PCR 
Für die Expressionsanalyse von SFRP5 konnten keine den Anforderungen genügenden 
Reaktionsbedingungen etabliert werden, welche eine zuverlässige und spezifische 
Amplifikation des Zielgens gewährleistet hätten. Daher wurde für diese Analyse auf die 
quantitative Expressionsanalyse in einem anderen System ausgewichen. Gearbeitet wurde 
mit der TaqMan-Methode und einem ABI PRISM 7000 Sequence Detection System unter 
Verwendung des TaqMan predeveloped Assay für SFRP5 und TaqMan predeveloped Assay für 
GAPDH (Applied Biosystems). Bei dieser Methode, welche das sogenannte FRET-Prinzip 
(Förster resonance energy transfer) nutzt, wurden für das Zielgen SFRP5-spezifische Sonden 
verwendet. Diese enthielten, wie in Abb. 2-1 dargestellt, am 5’-Ende einen Reporter-
Fluoreszentfarbstoff (FAM) und am 3’-Ende einen Quencher (TAMRA). Wird der Reporter-
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Fluoreszenzfarbstoff mit Licht angeregt, so gibt er einen Teil seiner Energie an den 
Quencher ab. Im Zuge der DNA-Amplifikation wird der Quencher von der Taq Polymerase 
aufgrund ihrer Exonukleaseaktivität abgebaut. Damit nehmen die Fluoreszenz des 
Quenchers ab und die des Farbstoffes zu. Die gemessene Fluoreszenz hängt folglich direkt 
proportional von der Menge amplifizierter DNA ab. Wie auch beim LightCycler-System 
wurde beim TaqMan-System die Fluoreszenz nach jedem Zyklus gemessen und der CT-Wert  
bestimmt. So konnte eine relative Quantifizierung, wie unter 2.10.9 beschrieben, 
durchgeführt werden. 
 
Für den TaqMan-PCR-Ansatz wurde der 2x TaqMan Universal PCR Mastermix von Applied 
Biosystems verwendet, zu welchem noch cDNA, Primer, Sonden und DEPC-H2O 
hinzugegeben wurden. Der Mastermix beinhaltete AmpliTaq Gold DNA Polymerase, 
AmpErase UNG (Uracil N-Glykosylase), dNTPs mit dUTP, einen Reaktionspuffer mit 
MgCl2 und eine passive Referenz (Rox) zur Signal-Normalisierung. Die AmpliTaq Gold 
DNA Polymerase ist eine modifizierte Form der rekombinanten AmpliTaq DNA 
Polymerase, die bei Raumtemperatur keine Aktivität zeigt und zu ihrer Aktivierung 
zunächst für 10 min auf 95 °C erhitzt werden muss. Zum Schutz vor Carryover-
Kontamination ist dem Mastermix AmpErase UNG hinzugefügt worden [Longo et al., 1990]. 
Bei Verwendung von dUTPs in den PCR-Reaktionen wurde eingebautes UTP von Carryover-
Kontaminationen vor dem Start der PCR durch die Glykosylase in einem 50 °C Schritt 
verdaut. Die anschließende Inkubation bei 95 °C inaktivierte das Enzym, damit es zu keinen 
Störungen in der nachfolgenden Amplifikationsreaktion kam. Als passive Referenz wurde 
der Farbstoff Rox zugesetzt, der keinen Einfluss auf die PCR hat, und 
Fluoreszenzfluktuationen in der Normalisierung der Fluoreszenzsignale ausgleicht. 
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Abb. 2-1: Prinzip der quantitativen Realtime RT-PCR (TaqMan-System). Bei der Extension wird der Reporter-
Farbstoff (R) durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivität der Taq DNA Polymerase vom Quencher Farbstoff (Q) 
abgespalten und erzeugt ein Fluoreszenzsignal. 
 
 
Im Folgenden sind der Reaktionsansatz und das Temperaturprofil für die TaqMan Realtime 
RT-PCR dargestellt: 
 
 
Ansatz der Realtime RT-PCR (TaqMan) 
 
12.5 µl TaqMan Universal PCR Master Mix 
1.25 µl 20x TaqMan Gene Expression Assay Mix 
1 µl cDNA (20 ng/µl) 
10.25 µl H2O 
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Temperaturprofil der Realtime RT-PCR für SFRP5 (TaqMan) 
 
1. Enzym-Aktivierung  50 ºC 2 min 
2. Denaturierung (aktiviert die Taq Polymerase) 95 ºC 10 min 
3. Denaturierung 55 ºC 15 sek 
4. Annealing, Amplifikation 60 ºC 60 sek 
 
 
2.10.11 Bisulfit-Konversion genomischer DNA  
Chemische Basenmodifikationen der DNA können nicht direkt mittels 
Amplifikationsreaktionen detektiert werden. Daher wurde die Methode der Bisulfit-
Konversion angewandt, welche eine chemische Basenmodifikation (Cytosin-Methylierung) 
in eine veränderte DNA-Sequenz übersetzt [Frommer et al., 1992]. Bei dieser Methode wird 
genomische DNA mit Natrium-Bisulfit (NaHSO3) behandelt. Dies führt zu einer 
Modifikation von unmethylierten Cytosin-Basen und stellt so die Grundlage zur 
Untersuchung des Methylierungsstatus von DNA mit Hilfe der MSP (Methylierungs-
spezifische PCR) dar. Das Prinzip beruht auf der Tatsache, dass einzelsträngig vorliegende, 
unmethylierte Cytosin-Basen durch die katalytische Wirkung von Bisulfit zu Uracil 
desaminiert werden können (Abb. 2-2). Cytosin-Basen, welche am C5-Atom eine 
Methylgruppe tragen (5-Methylcytosin), sind gegen diese Konversion resistent.  
 
 
 
Abb. 2-2: Reaktionsschema der Bisulfit-Konversion des unmethylierten Cytosins. Unter schwach sauren 
Reaktionsbedingungen wird Cytosin unter Einwirkung des Bisulfit-Anions (HSO3-) C6-ständig sulfoniert (1), 
gefolgt von einer spontanen hydrolytischen Desaminierung am C4-Atom (2). Unter alkalischen 
Reaktionsbedingungen wird letztlich Uracilsulfonat am C6-Atom wieder desulfoniert, und Cytosin wird zu 
Uracil konvertiert.  
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Die Durchführung erfolgte mit dem EZ DNA Methylation Kit. Zunächst werden ca. 1 μg 
genomische DNA in 45 μl H2O vorgelegt, mit 5 μl M-Dilutions-Puffer versetzt und bei 37 °C 
für 15 min inkubiert. Dies führt zur Denaturierung der DNA unter Wärmeeinwirkung im 
alkalischen Milieu. Nach Zugabe von 100 μl CT-Konversions Reagenz erfolgt während einer 
16-stündigen Inkubation bei 50 °C in leicht saurem Milieu (pH 5) die Sulfonierung der 
Cytosine am C6-Atom (Cytosinsulfonat). Im Anschluss daran kommt es zu einer spontanen 
Hydrolysierung der Aminogruppe am C4-Atom, welches in der Bildung von Uracilsulfonat 
resultiert. Nach der Inkubation wurde die Probe für 10 min auf Eis inkubiert. Anschließend 
wurden 400 μl M-Bindungs-Puffer zugegeben, die Probe auf eine Säule pipettiert und bei 
12.000 x g für 30 sek zentrifugiert. Nach Zugabe von 200 μl Wasch-Puffer und erneuter 
Zentrifugation wurden 200 μl M-Desulfonierungs-Puffer auf die Membran gegeben und 
diese für 10 min inkubiert. Unter diesen basischen Bedingungen kommt es zur alkalischen 
Desulfonierung der entstandenen Uracilsulfonate. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils 
200 μl M-Wasch-Puffer und nachfolgender Zentrifugation für 30 sek bei 12.000 x g. 
Abschließend wurden 25 μl M-Elutions-Puffer auf die Säule gegeben, diese für 1 min 
inkubiert und der Ansatz sodann bei 8.000 x g für 1 min zentrifugiert. Die erhaltene DNA 
wurde entweder sofort weiter verwendet, oder bis zur Verwendung bei -20 ºC gelagert. 
Als Resultat dieser chemischen Behandlung der DNA liegen nun alle ursprünglich 
unmethylierten Cytosin-Basen als Uracil-Basen vor, welche ein verändertes 
Basenpaarungsverhalten zeigen (komplementär zu Adenin, statt zu Guanin). Diese auf Basis 
der 5-Cytosin-Methylierung entstandenen unterschiedlichen DNA-Sequenzen konnten 
nachfolgend mit diskriminierenden Primern (M-Primer für die methylierte DNA, und U-
Primer für die unmethylierte DNA) mit Hilfe der Methylierungs-spezifischen PCR 
detektiert werden. 
 
2.10.12 Methylierungs-spezifische PCR (MSP) 
Die Methylierungs-spezifische PCR wurde leicht modifiziert nach einer Methode von 
Herman et al. [1996] durchgeführt. Die PCR Amplifikation einer Zielsequenz wurde mit 
zwei verschiedenen Primerpaaren in zwei getrennten Ansätzen durchgeführt (Abb. 2-3). 
Eines dieser Primerpaare ist spezifisch für die methylierte Sequenz (M-Primer), und das 
andere Primerpaar ist spezifisch für die ursprünglich unmethylierte Sequenz (U-Primer). 
Dabei ist es erforderlich, dass beide Primervarianten im Wesentlichen dasselbe Amplikon 
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abbilden. So werden eventuelle Variabilitäten des Methylierungsmusters innerhalb der 
DNA nicht berücksichtigt und dieselben Sequenzen miteinander verglichen. 
 
 
 
 
Abb. 2-3: Prinzip der Methylierungs-spezifischen PCR. Durch die Bisulfitbehandlung werden unmethylierte 
Cytosin-Basen zu Uracil-Basen konvertiert, wohingegen methylierte Cytosin-Basen gegen diese Konversion 
resistent sind. Da es im Wesentlichen in CpG-Dinukleotiden zur 5-Methylierung des Cytosins kommt, werden 
nicht-Guanin-gekoppelte Cytosin-Basen dieser Sequenzen zu Uracil konvertiert. Nach der Bisulfitbehandlung 
liegen somit je nach Methylierungsstatus des Guanin-gekoppelten Cytosins unterschiedliche Sequenzen vor. 
Diese werden mit Hilfe von sequenzspezifischen Primern in PCR Reaktionen nachgewiesen. Die Primersequenz 
sollte dabei auch nicht-Guanin-gekoppelte Cytosin-Basen abdecken, um eine spezifische Amplifikation von nur 
Bisulfit-konvertierter DNA zu gewährleisten.  
 
 
Die PCR Amplifikation wurde in einem Volumen von 25 µl durchgeführt und nach 
folgendem Schema vorbereitet: 
 
Ansatz der Methylierungs-spezifischen PCR 
2.5 µl MSP-Puffer (10x) 
 1.25 µl dNTPs (je 25 mM) 
 0.5 µl sense-Primer (U bzw. M) (10 µM) 
 0.5 µl antisense-Primer (U bzw. M) (10 µM) 
 5-20 ng Bisulfit-konvertierte Template-DNA (1 µl) 
 ad. 20 µl H2O 
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Es wurde ein optimierter MSP-Puffer verwendet [Galm et al., 2005], welcher wie folgt 
zusammengesetzt war: 16.6 mM Ammoniumsulfat; 67 mM Tris (pH 8.8); 6.7 mM MgCl2 und 
10 mM β-Mercaptoethanol. Nach Vorlegen des Mastermixes und der DNA in die 
Reaktionsgefäße wurde jedes Reaktionsgemisch mit einem Tropfen Mineralöl überschichtet. 
Die PCR Reaktion wurde als Hot Start-PCR durchgeführt, bei welcher die Taq DNA 
Polymerase der Reaktion erst nach der in initialen Denaturierung zugegeben wurde, um 
unspezifische Amplifikation während der Aufheizphase zu verhindern. Je Probe wurden 
dabei 1.25 Einheiten Taq DNA Polymerase in 5 µl H2O der Reaktion nach der initialen 
Denaturierung zugegeben. Nachfolgend ist ein Beispiel-Temperaturprofil der MSP 
dargestellt: 
 
Temperaturprofil der Methylierungs-spezifischen PCR: 
1. Initiale Denaturierung 94 ºC 5 min 
2. Hot Start (Zugabe der Taq DNA Polymerase) 80 ºC 2 min 
2. Denaturierung 94 ºC 30 sek 
3. Primer-Annealing 55 ºC 30 sek 
4. Extension 72 ºC 30 sek 
5. Finale Extension 72 ºC 5 min 
6. Kühlen 4 ºC ∞ 
 
 
Methylierte DNA ließ sich anschließend von unmethylierter DNA in einer Agarose-
Gelelektrophorese unterscheiden, da im Falle von Methylierung nur eine Bande im Ansatz 
mit M-Primern detektiert wurde. Bei unmethylierter DNA konnte nur der 
Unmethylierungs-spezifische Primer binden, so dass nur im Ansatz mit diesem Primer eine 
Amplifikation erfolgte und in der Agarose-Gelelektrophorese als spezifische Bande 
detektiert werden konnte. Bei Anwesenheit sowohl von methylierter als auch von 
unmethylierter DNA in derselben biologischen Probe konnten beide Primerpaare binden 
und es kam in beiden Ansätzen zu einer Amplifikation eines spezifischen Produktes. 
 
2.10.13 Pyrosequenzierung 
Die Methode der DNA Pyrosequenzierung [Ronaghi et al., 1996; Ronaghi et al., 1998] wurde 
in den 1990er Jahren am Royal Institute of Technology (Stockholm, Schweden) entwickelt 
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und stellt eine neuartige Alternative zur Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. [1977] 
dar. Diese bioluminometrische Methode beruht darauf, dass zu einem einzelsträngigen 
DNA-Fragment in Gegenwart eines Sequenzierprimers die Enzyme DNA Taq Polymerase, 
ATP Sulfurylase, Luciferase und Apyrase sowie die Substrate Adenosinphosphosulfat (APS) 
und Luciferin zugegeben werden. Im zweiten Schritt wird eines der vier 
Desoxynukleotidtriphosphate (dNTP) zu dem Reaktionsgemisch gegeben. Die DNA Taq 
Polymerase katalysiert daraufhin den Einbau des Nukleotids, insofern die komplementäre 
Base auf dem Matrizenstrang vorliegt (Abb. 2-4A). Jede Nukleotid-Inkorporation wird dabei 
von der äquimolaren Freisetzung eines Pyrophosphat-Restes (PPi) begleitet. Die ATP-
Sulfurylase setzt PPi sodann in Anwesenheit von APS quantitativ zu ATP um. Dieses ATP 
veranlasst die durch die Luciferase katalysierte enzymatische Umsetzung von Luciferin zu 
Oxiluciferin (Abb. 2-4B).  
 
 
 
Abb. 2-4: Prinzip der DNA Pyrosequenzierung. (A) Im Anschluss an das freie 3’-OH Ende eines hybridisierten 
Sequenzierprimers katalysiert die DNA Taq Polymerase die Inkorporation eines komplementären Nukleotids 
unter Freisetzung von Pyrophosphat (PPi). (B) Dieses PPi wird in Gegenwart von Adenosinphosphosulfat (APS) 
von der Sulfurylase quantitativ zu ATP umgesetzt. Gebildetes ATP wird anschließend von einer Luciferase 
genutzt, um die enzymatische Umsetzung von Luciferin zu Oxiluciferin zu katalysieren. Diese Umsetzung 
verursacht ein Lichtsignal, welches mittels einer CCD-Kamera detektiert und in einem Pyrogramm als Peak 
dargestellt wird. 
A 
B 
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Bei dieser Umsetzung entsteht im proportionalen Verhältnis zum ATP Gehalt sichtbares 
Licht. Dieses Licht wird dann über eine CCD-Kamera detektiert und als Peak in einem 
Pyrogramm dargestellt. Somit ist jedes Lichtsignal proportional zu der Anzahl 
inkorporierter Nukleotide. Kommt es in der DNA-Sequenz zu Basenwiederholungen, so ist 
das daraus resultierende Lichtsignal ein ganzes Vielfaches des Lichtsignals, welches durch 
den Einbau nur eines Nukleotids verursacht wird (Abb. 2-5).  
 
 
Abb. 2-5: Beispiel eines Pyrogramms. Auf der Ordinate ist das relative Lichtsignal dargestellt, welches sich nach 
der Injektion der einzelnen Nukleotide (Nt; Abszisse) im Falle der Beispielsequenz ergibt. Die 
Basenwiederholung ‚Guanin-Guanin’ wird dadurch erkannt, dass das resultierende Lichtsignal nach der 
Injektion eines dGTP die doppelte Intensität erreicht. Die injizierte Base dTTP erzeugt kein Lichtsignal, da an 
dieser Stelle nicht die komplementäre Base Adenin im Matrizenstrang vorliegt.  
 
 
Nicht eingebaute Nukleotide und überschüssiges ATP werden während der Reaktion von 
der Apyrase degradiert. Ist das injizierte Nukleotid nicht komplementär zum 
Matrizenstrang, so wird dieses nicht inkorporiert und folglich entsteht kein Lichtsignal. Die 
komplementäre Sequenz des zu untersuchenden DNA-Fragments wird so sukzessive durch 
die Abfolge von Signal-Peaks im Pyrogramm determiniert. Da die Sequenz der zu 
untersuchenden DNA i.d.R. bekannt ist, wird die Abfolge der Nukleotid-Injektionen in 
einer sog. Dispensation Order bereits vor der Sequenzierung festgelegt. Das Nukleotid dATP 
ist in diesem System durch das Analogon Desoxyadenosin-α-thio-triphosphat (dATPαS) 
ersetzt, welches von der Taq DNA Polymerase effizient eingebaut wird, jedoch nicht von der 
Luciferase genutzt werden kann. 
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DNA Methylierungsanalyse mittels Pyrosequenzierung 
Die kombinierte Anwendung aus DNA-Bisulfit-Konversion und Pyrosequenzierung 
ermöglicht es, den Methylierungsgrad einzelner CpG-Dinukleotide einer genomischen 
DNA-Probe quantitativ zu bestimmen [Tost et al., 2003]. Die Methode beruht auf dem 
Prinzip, dass nach der Bisulfit-Behandlung von DNA unmethylierte Cytosin-Basen in 
Uracil-Basen konvertiert wurden, während methylierte Cytosin-Basen resistent gegen diese 
Konversion sind. In einer initialen PCR Amplifikation des zu untersuchenden DNA 
Fragments wird Uracil durch die Base Thymin ersetzt. Die je nach Cytosin-Methylierung 
veränderte DNA-Sequenz kann nachfolgend durch die Pyrosequenzierung ermittelt 
werden. Die Besonderheit dabei ist, dass in der Abfolge der injizierten Nukleotide nach 
einem dCTP immer ein dTTP folgt, wobei ein Lichtsignal durch dCTP auf eine ursprünglich 
methylierte Cytosin-Base hinweist Ein Lichtsignal durch dTTP hingegen weist auf eine 
ursprünglich unmethylierte Cytosin-Base hin. Aufgrund der Proportionalität der 
Lichtsignale zur Anzahl der eingebauten Nukleotide kann das Peakverhältnis dieser beiden 
Signale genutzt werden, um den Methylierungsgrad des betreffenden Cytosins nach 
folgender Formel in Prozent zu ermitteln: 
 
 
 
                % Methylierung   =  
 
 
 
 
Amplifikation der DNA für die Pyrosequenzierung 
Die zu untersuchende DNA-Probe wurde zunächst einer Bisulfit-Konversion unterzogen 
(Kapitel 2.10.12). Die Amplifikation des DNA-Abschnittes zur Sequenzierung erfolgte in 
einem PCR-System von 50 μl. Der antisense-Primer war am 5’-Ende biotinyliert, um eine 
Einzelstrangauftrennung nach der PCR-Amplifikation zu ermöglichen (Primersequenzen 
siehe Kapitel 2.8.4). Die PCR wurde mit 50 Zyklen durchgeführt. Dieses bewirkte, dass 
sämtlicher PCR-Primer in der Reaktion verbraucht wurde, und somit Reste von nicht 
verbrauchtem, biotinylierten Primer die anschließende Sequenzierreaktion nicht stören 
konnten. Die PCR-Reaktion enthielt die folgenden Komponenten: 
Peakhöhe Cytosin x 100 
 
Peakhöhe Cytosin + Peakhöhe Thymin 
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10 µl PCR-Puffer (5x) 
 5 µl MgCl2 (25 mM) 
 2 µl dNTPs (je 10 mM) 
 1 µl sense-Primer (10 µM) 
 1 µl antisense-Primer (10 µM) 
 2.5 Einheiten Taq DNA Polymerase 
 40 ng Template-DNA 
 ad. 50 µl H2O 
 
 
Folgendes Temperaturprofil wurde für die PCR von SFRP1 (SFRP2) verwendet: 
 
1. Initiale Denaturierung 94 ºC 5 min 
2. Hot Start  
(Zugabe der Taq DNA Polymerase) 
80 ºC 2 min 
2. Denaturierung 94 ºC 30 sek 
3. Primer-Annealing 65 ºC (58 ºC) 30 sek 
4. Extension 72 ºC 45 sek 
5. Finale Extension 72 ºC 5 min 
6. Kühlen 4 ºC ∞ 
 
 
Nach der PCR Reaktion wurden 5 µl des Amplifikats auf einem 2% Agarosegel 
elektrophoretisch aufgetrennt und die Spezifität der Amplifikation überprüft. Amplifikate 
wurde nur dann weiter verwendet, wenn in der Gelelektrophorese lediglich eine spezifische 
Bande erkennbar war.  
 
DNA-Einzelstrangseparation 
Streptavidin-Sepharose-Kügelchen (Amersham Biosciences) wurden auf Raumtemperatur 
erwärmt und durch 5-minütiges Schütteln homogenisiert. In das Well einer PSQ 96-Platte 
(Biotage) wurden 37 µl Bindungs-Puffer (Biotage) und 3 µl Streptavidin-Sepharose-
Kügelchen vorgelegt. Zu diesem Ansatz wurden sodann 40 µl des PCR Amplifikates 
 
50 Zyklen 
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pipettiert. Die Platte wurde für 5 min auf einem Thermomixer bei maximaler Drehzahl und 
Raumtemperatur geschüttelt, wobei es zur Immobilisierung biotinylierter DNA über eine 
Streptavidin-Bindung an die Sepharose-Kügelchen kommt. Unter Verwendung einer 
PyroMark Vacuum Prep Station (Biotage) wurden nun die DNA-Einzelstränge präpariert. 
Dazu wurde der Filterträger nach Anlegen eines Vakuums zuerst für 20 sec in 
Pyrophosphat-freiem HPLC-Wasser (Merck) gewaschen, und die Filterköpfe nach einer 
Invertierung um 90º durch Luftansaugen getrocknet. Der Filterträger wurde anschließend in 
die PSQ 96-Platte eingetaucht und die PCR-Suspension angesaugt. Danach wurde der 
Träger in 180 ml 70%iges Ethanol getaucht und für 10 sec unter Vakuumeinwirkung 
gewaschen. Als nächstes erfolgte die Denaturierung der an die Filterköpfe angesaugten 
DNA-Doppelstränge durch Eintauchen des Trägers für 10 sec in 120 ml einer 
Denaturierungslösung (0.2 M NaOH, Biotage). Im Anschluss daran wurden die Filterköpfe 
für 10 sec in einem Wasch-Puffer (Biotage) gereinigt und durch eine Invertierung um 90º 
luftgetrocknet. Biotinylierte DNA-Einzelstränge lagen nun gebunden an Streptavidin-
Sepharose an den Filterköpfen vor. Nicht biotinylierte komplementäre DNA-Stränge waren 
durch die Behandlung eliminiert worden. 
Die Kügelchen wurden anschließend durch Abschalten des Vakuums freigesetzt und in 40 
µl Annealing-Puffer (Biotage) in einer PSQ 96 low-Platte abgelassen. Dabei waren dem 
Annealing-Puffer vorher 400 nM des Sequenzierprimers zugesetzt worden. Dieser Ansatz 
wurde nun auf einem Thermoblock für 2 min auf 80 ºC erhitzt, und danach für 10 min bei 
Raumtemperatur abgekühlt, was zur Hybridisierung des Sequenzierprimers an die 
komplementäre DNA-Sequenz führte. 
  
Pyrosequenzierungs-Reaktion 
Die dem System zugehörige Patrone (Cartridge) wurde mit einer entsprechenden Menge der 
verschiedenen dNTPs, des Enzym-Mixes und des Substrats befüllt und zusammen mit der 
PCR-Platte in das Sequenzier-Gerät (PyroMark ID, Biotage) gestellt. Durch vorheriges 
Einlesen des Pyro Q-CpG Programms mit dem jeweiligen Assay und der Eingabe der 
spezifischen Dispensation Order konnte nun die Reaktion gestartet werden. 
 
2.10.14 Transformation von E. coli 
Zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurden E. coli Zellen zunächst mittels Elektroporation 
transformiert. Dazu wurde ein 40 μl Aliquot kompetenter Zellen (E. coli Stamm JM 83) auf 
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Eis aufgetaut. Anschließend wurden 10 ng der Plasmid-DNA zugegeben und der Ansatz 
wurde unter Vermeidung von Schaumbildung durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren 
gemischt. Anschließend wurde der Ansatz in Transformations-Küvetten überführt. Durch 
Anlegen eines Spannungsimpulses im Elektroporator von max. 2.5 kV für wenige 
Millisekunden wurde die Plasmid-DNA in die E. coli Zellen eingebracht. Nach dieser 
Behandlung wurden 400 μl vorgewärmtes (37 °C) SOC Medium in die Küvette gegeben, der 
Ansatz in ein Reaktionsgefäß überführt und für 30 min bei 37 °C inkubiert. Zur Selektion 
wurden anschließend 50 μl und 150 μl der Zellsuspension auf LB-Ampicillinplatten (100 µg 
Ampicillin/ml) steril ausplattiert und ü.N. bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle wurden 
untransformierte E. coli Zellen auf LB- Ampicillinplatten und transformierte E. coli Zellen 
auf Ampicillin-freien LB-Platten ausgestrichen und ebenfalls ü.N. bei 37 °C inkubiert. 
 
2.10.15 Flüssig-Übernachtkultur der transformierten E. coli 
Einzelne transformierte Klone wurden von LB-Ampicillinplatten mit einer sterilen 
Pipettenspitze gepickt. Damit wurden 10 ml vorgewärmtes (37 °C) LB-Ampicillinmedium 
(100 µg Ampicillin/ml) in einem sterilen 100 ml Erlenmeyerkolben angeimpft. Bei 37 °C und 
190 Umdrehungen pro Minute (Upm) erfolgte die Inkubation der Zellen über Nacht. 
 
2.10.16 Plasmidisolation 
Die Plasmidisolation transformierter E. coli Zellen erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep 
Kit (Qiagen). Zunächst wurden 1.5 ml der Bakteriensuspension aus der Übernachtkultur in 
einem 2 ml Reaktionsgefäß für 1 min bei 800 x g abzentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgenommen, und es wurden weitere 1.5 ml Bakteriensuspension auf das Zellpellet 
gegeben und erneut abzentrifugiert. Der Überstand wurde wiederum verworfen, und auf 
das Pellet wurden 250 μl P1-Puffer (Qiagen) gegeben. Zum Lysieren der Zellen wurde der 
Ansatz einige Male auf- und abpipettiert. Dem Lysat wurden anschließend 250 μl P2-Puffer 
(Qiagen) zugegeben und dieses Gemisch 6-mal invertiert. Anschließend wurden 350 μl N3-
Puffer (Qiagen) hinzugegeben. Durch Invertieren der Lösung wurde so lange gemischt, bis 
ein Präzipitat entstand. Dieses wurde für 10 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Der Plasmid-
haltige Überstand wurde sodann in eine Qiaprep Spin Säule gegeben und 1 min zentrifugiert 
(12.000 x g). Die Säule wurde mit 500 μl PB-Puffer (Qiagen) und anschließend mit 750 µl PE-
Puffer (Qiagen) gewaschen, und zum Trocknen abschließend für 1 min bei 12.000 x g 
zentrifugiert. Die getrocknete Säule wurde in ein neues Reaktionsgefäß gegeben. Nach 
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zweiminütigem Verdampfen der Pufferreste erfolgte die Elution der DNA unter 
Niedrigsalzbedingungen mit 52 μl Tris-HCl (10 mM, pH 8.5) bei 8.000 x g für 1 min. 
 
2.10.17  Restriktionsverdau der Plasmid-DNA 
Die mittels Minipräparation aus E. coli isolierten Plasmide wurden durch einen 
Restriktionsverdau auf das Vorhandensein der klonierten Gene überprüft. Volllängen 
cDNAs der Gene SFRP2 und WNT1 waren mittels des Restriktionsenzyms EcoRI aus einem 
pCR2.1-TOPO-Vektor geschnitten und in einen EcoRI geschnittenen pCMV-HA-Vektor 
(SFRP2) bzw. pcDNA3.1/HisA-Vektor (WNT1) ligiert worden [Suzuki et al., 2006]. Daher 
wurden zur Überprüfung diese EcoRI-Schnittstellen genutzt und der Ansatz wie folgt 
vorgelegt: 
 
Restriktionsansatz:  
2 μl EcoRI 10x Puffer + BSA 
2 Einheiten EcoRI Enzym (10 Einheiten/µl) 
500 ng Plasmid-DNA 
Ad 20 μl H2O 
 
Dieser Ansatz wurde für 2 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend erfolgte die Kontrolle der 
geschnittenen Fragmente in einer Agarose-Gelelektrophorese (1%). 
 
 
2.11  Proteinchemische Methoden 
 
2.11.1  Herstellung von Gewebeschnitten aus kryokonserviertem Frischmaterial 
Ein ca. 1 cm3 großes Gewebestück wurde möglichst ohne Antauen mittels Tissue-Tek-
Flüssigkeit auf einem Metallträger fixiert. Der Metall-Träger wurde dann bei -50 °C im 
Kryotom mitsamt der Bindeflüssigkeit schnell eingefroren und auf der Schneidehalterung 
fixiert. Im Anschluss wurde nun das Gewebe angeschnitten und ein 10 µm Schnitt auf einen 
Objektträger transferiert. Nach kurzer Anfärbung dieses Schnittes mittels 0.1% 
Methylenblau-Lösung und mikroskopischer Kontrolle wurden 20 konsekutive 10 µm 
Schnitte angefertigt. Diese Schnitte wurden mit einer gekühlten Pinzette in ein gekühltes (-
20 °C) Reaktionsgefäß überführt. Bis zur Nukleinsäureextraktion (s. Kap. 2.10.1 und 2.10.3) 
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wurden die Reaktionsröhrchen bei -20 °C eingefroren. Für die Anfertigung von H&E-
Färbungen wurden 6 µm Schnitte auf Objektträger aufgezogen. Nach kurzem Antrocknen 
erfolgte die Fixierung der Schnitte in Aceton bei -20 °C. Nachfolgend wurde kurz mit H2O 
gespült und die Schnitte für 2 min in Mayers Hämalaun-Lösung gefärbt. Nach dem 
Waschen der Schnitte für 1 min in H2O wurden diese für 5 min in 
Natriumhydrogencarbonat-Lsg. (0.25%) gebläut. Nach einem weiteren Waschschritt in H2O 
(1 min) wurden die Schnitte in einer Eosin-Lsg. gegengefärbt (45 sec) und erneut gewaschen 
(1 min). In einer aufsteigenden Alkoholreihe (70% - 96% - 100% Ethanol je 2 mal 1 min) 
wurden die Schnitte dehydriert. Zur Konservierung der Schnitte wurden diese zunächst für 
1 min in Xylol inkubiert, mit 1 Tropfen Vitroclud-Eindeckmedium versetzt und mit einem 
Deckgläschen luftblasenfrei eingedeckelt. 
 
2.11.2  Herstellung von Gewebeschnitten aus Paraffinmaterial 
Von in Paraffinblöcken eingebettetem Gewebe wurden 2 µm Schnitte angefertigt und diese 
zur Entfaltung auf warmes Wasser (37 °C) gelegt. Durch die Oberflächenspannung des 
Wassers streckten sich die Schnitte und lagen glatt auf der Wasseroberfläche. Daraufhin 
wurden die Schnitte auf Objektträger aufgezogen und bei Raumtemperatur bis zur 
immunhistochemischen Färbung gelagert. 
 
2.11.3  Immunhistochemische Färbung von Paraffinschnitten 
Die Analyse der Proteinexpression im Gewebe wurde durch immunhistochemische 
Färbungen an Paraffinschnitten von Patientengewebe vorgenommen. Dazu wurden 
spezifische Antikörper auf die Schnitte hybridisiert und durch einen sekundären Antikörper 
mit Hilfe einer enzymatischen Reaktion sichtbar gemacht. 
 
Vorbehandlung histologischer Schnitte 
FFPE Gewebe musste vor einer immunhistochemischen Färbung entparaffiniert und 
rehydriert werden. Hierzu wurden die Schnitte für 20 min bei 75 °C inkubiert. Nach dem 
Abkühlen auf Raumtemperatur erfolgte die Deparaffinierung der Schnitte in Xylol für 
dreimal 5 min. In einer absteigenden Alkoholreihe  (2 x 2 min in 96% Ethanol, 2 x 2 min in 
70% Ethanol und 5 min in H2O) wurde das Xylol entfernt und die Schnitte zuletzt 
rehydriert.  
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Immunhistochemische Färbung 
Für die verwendeten Antikörper mussten die histologischen Schnitte einer weiteren 
Vorbehandlung unterzogen werden, um die Antigen-Epitope zu demaskieren. Hierzu 
wurden die Schnitte in Zitratpuffer (pH 6) für 20 min bei 200 W im Mikrowellen-Ofen 
wärmebehandelt, anschließend für 20 min abgekühlt und für 5 min in Wasch-Puffer 
(DAKO) äquilibriert. Die Objektträger wurden sodann in Färbekammern eingespannt und 
für 5 min mit 100 µl Peroxidase-Blocking-Solution (DAKO) inkubiert. Nach zweimaligem 
Waschen mit Wasch-Puffer wurden auf jeden Objektträger 100 µl des in Antikörper Diluent 
(DAKO) verdünnten Primärantikörpers gegeben (SFRP2: 200 µg/ml, 1:75; DKK3: 250 
µg/ml, 1:50; ITIH5: 160 µg/ml; 1:200) und für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
zweimaligem Waschen mit je 100 µl Wasch-Puffer wurden die Präparate für 30 min mit drei 
Tropfen des Peroxidase-gekoppelten Sekundär-Antikörper-Systems (Ziege-Anti-
Maus/Kaninchen-Immunglobuline) (DAKO) inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt 
an dessen Anschluss den Gewebeschnitten 100 μl einer HRP-konjugierten Streptavdin-Lsg. 
hinzugegeben wurde. Anschließend wurde zweimal mit je 100 µl Wasch-Puffer gewaschen 
und sodann das Substrat-Chromogen DAB (DAKO) in einer 1:50 Verdünnung 
hinzugegeben. DAB wird von gebundener Peroxidase in ein unlösliches braunes Präzipitat 
umgesetzt. Abschließend wurde mit Leitungs-Wasser gewaschen und mit Mayers 
Hämalaun für 5 min gegengefärbt. Das Bläuen der Schnitte wurde durch 10 minütiges 
Waschen in lauwarmem (ca. 25 °C) Leitungswasser vorgenommen. Vor der Eindeckelung 
mit Vitroclud erfolgte eine Dehydrierung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe 
(1 x 2 min in 70% Ethanol, 2 x 2 min in 96% Ethanol, 2 x 5 min in Xylol).  
 
 
2.12 Zellbiologische Methoden 
 
Alle zellbiologischen Methoden wurden unter sterilen Bedingungen (Reinraum-Werkbank 
mit vertikaler Strömung) durchgeführt. 
 
2.12.1 Ernte von Zellen 
Die Passagierung der Zellen erfolgte bei einer Konfluenz der adhärenten Zellen von ca. 70-
90%. Für Zwecke der Nukleinsäuregewinnung wurden die Zellen bei einer maximalen 
Konfluenz von ca. 70% geerntet, um proliferationshemmende Effekte durch die in vitro 
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Kulturbedingungen auszuschließen. Aus den Kulturgefäßen wurde das Kulturmedium mit 
einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt. Um FKS-Reste zu entfernen, wurden die Zellen mit 
sterilem PBS gewaschen. Nach Zugabe einer Trypsin-EDTA-Lösung (0.05%) wurden die 
Zellen dann für drei bis fünf min bei 37 ºC inkubiert. Dabei baut die Protease Trypsin die für 
die Adhärenz notwendigen Adhäsionsproteine ab, und EDTA komplexiert die für die 
Adhäsion essenziellen zweiwertigen Kationen Ca2+ und Mg2+. Als Folge lösten sich die 
Zellen vom Untergrund des Zellkulturgefäßes. Die Zellablösung wurde parallel 
lichtmikroskopisch kontrolliert. Durch Zugabe von FKS-haltigem Medium wurde die 
Trypsin-Reaktion abgestoppt und zelltoxisches EDTA verdünnt. Im Folgenden wurde die 
Zellzahl bestimmt, die Zellen daraufhin pelletiert (300 x g; 10 min) und die Zellsedimente in 
frischem Medium aufgenommen oder für Analysezwecke weiter verwendet. 
 
2.12.2  Einfrieren und Auftauen kryokonservierter Zelllinien 
Zum Einfrieren wurden die Zellen wie beim Passagieren (s. 2.8.1) trypsiniert und nach der 
Zentrifugation in einem adäquaten Volumen (1.5 ml bei T75 Flaschen) kalten (4 ºC) 
Mediums resuspendiert. Von dieser Suspension wurden je 0.5 ml zu 0.5 ml DMSO-Lösung 
(1:5 in Medium verdünnt) zusammen in ein Kryoröhrchen gegeben und bei -20 ºC für eine 
Stunde eingefroren. Nach einer weiteren Lagerung ü. N. bei -70ºC konnten die Zellen am 
nächsten Tag zur Langzeitlagerung in den Stickstoffbehälter überführt werden. 
Zum Auftauen wurden die Zellen kurz bei 37 ºC im Wasserbad angetaut, der Rand des 
Kryoröhrchens mit Ethanol desinfiziert und die Suspension in ein 50 ml Reaktionsröhrchen 
überführt. Um einen osmotischen Schock der Zellen zu vermeiden, wurde nun tropfenweise 
20 ml vorgewärmtes, Gas-äquilibriertes Medium unter vorsichtigem Schütteln innerhalb 
von 3 min zugegeben. Im Anschluss wurde die Suspension bei 300 x g für 10 min 
zentrifugiert, in einer der Zellzahl adäquaten Menge frischen Mediums resuspendiert und in 
einer Gewebekulturflasche ausgesät. Spätestens nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel, um 
eventuell vorhandene Reste toxischen DMSOs zu entfernen. 
 
2.12.3 Zellzahlbestimmung mittels CASY 1 
Das Gerät bestimmt die Zellzahl einer Suspension und gibt deren Zusammensetzung als 
größenabhängige Verteilung wieder. Die Zellen wurden in einer isotonen Elektrolytlösung 
(Casyton) resuspendiert. Diese Suspension wurde durch eine Messkapillare gesaugt, an die 
über zwei Elektroden eine Spannung angelegt wurde. Die Zellen erzeugen somit beim 
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Durchtritt der Kapillare einen elektrischen Impuls. Da das Gerät das 
Widerstandsmessprinzip mit der Pulsflächenanalyse kombiniert, konnte anschließend 
neben der Zellzahl auch die Größenverteilung der Zellen in einem Diagramm dargestellt 
werden (Abb. 2-6). Dies hat den Vorteil, dass unerwünschte Zählereignisse (Zelltrümmer, 
tote Zellen, Aggregate, etc.) nicht in die Zellzahlbestimmung eingehen. 
 
     
 
Abb. 2-6: Typisches Messprotokoll einer Zellzahlbestimmung mittels CASY 1. 
 
 
Der Durchmesser der benutzten Messkapillare betrug 150 µm. Von der zu messenden 
Zellsuspension wurden 100 µl in 10 ml Casyton gegeben. Von dieser Verdünnung wurden 
dreimal 100 µl durch die Kapillare gesogen und gemessen. Der Mittelwert dieser 
Messungen wurde automatisch als Zellzahl/ml vom Gerät angegeben. Dieser Wert 
multipliziert mit dem vorhandenen Volumen der Zellsuspension ergab die Gesamtzellzahl. 
 
2.12.4 Transiente Transfektion von Mammakarzinomzellen  
Die transiente Transfektion von humanen Zellen mit Vektorkonstrukten wurde mit dem 
Transfektionsreagenz FuGENE6 (Roche Diagnostics) den Herstellerangaben entsprechend 
durchgeführt. Die Methode basiert auf einer liposomenvermittelten Transfektion, wobei 
nach Mischen von DNA und Liposomen die negativ geladenen DNA-Moleküle mit der 
positiv geladenen Oberfläche der Liposomen interagieren. Die Aufnahme  der DNA-
Liposomen-Komplexe in die Zellen erfolgt im Anschluss durch Endozytose oder 
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Verschmelzen der DNA-Liposomen-Komplexe mit der Zellmembran. Die Transfektion der 
Zellen erfolgte in 6-Well-Platten bei einer Zellzahl von 30.000 Zellen/cm2. Zur Transfektion 
wurde den Zellen folgender Ansatz zugegeben: 97 µl serumfreies Medium (SFM), 3µl 
FuGENE6, 1 µg Plasmid-DNA in maximal 10 µl Volumen (Transfektions-Ratio 3:1 
(FuGENE6/DNA)). Voraussetzung für die Ausbildung von DNA-Liposomen-Komplexen 
war die Vorinkubation der Plasmid-DNA mit FuGENE6 Reagenz. Dazu wurde zuerst 
FuGENE6 mit SFM in einem 1.5 ml Reaktionsgefäß gemischt, der Ansatz mehrmals 
invertiert, abzentrifugiert und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Sodann erfolgte die 
Zugabe der Plasmid-DNA. Der Ansatz wurde nach mehrmaligem Invertieren und 
einmaligem Abzentrifugieren für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Abschließend 
wurde dieser Ansatz tropfenweise auf die in 2 ml Medium befindlichen Zellen gegeben und 
diese unter Standardbedingungen kultiviert. 
 
2.12.5 XTT-Proliferationstest 
Die Analyse der Zellproliferation erfolgte mit dem XTT-Zellproliferations-Kit II von Roche. 
Der Assay basiert auf der von mitochondrialen Dehydrogenasen katalytischen Reduktion 
des Tetrazolium-Derivats XTT in metabolisch-aktiven Zellen. Das bei der Reduktion 
entstehende Formazan-Salz besitzt eine hohe Löslichkeit in Wasser und färbt die Lösung 
gelb. Formazan absorbiert Licht einer Wellenlänge zwischen λ = 450 und λ = 500 nm. Die 
Quantifizierung erfolgte mittels eines ELISA-Readers. Dabei war die Zellzahl proportional 
zur gebildeten Menge an Formazan. Je Vertiefung in einer 96-Well-Platte wurden 1000 
Zellen in 100 µl Medium möglichst schaumfrei ausgesät. Pro Zellart, Zeitpunkt und 
Stimulation wurden die Zellen 6-fach ausgesät und für 24 h, 48 h und 72 h im Brutschrank 
bei 37 ºC und 5% CO2-Sättigung inkubiert. Im Abstand von 24 h wurde nun das XTT-
Reagenz zugegeben. Dazu wurde zunächst das verbrauchte Medium abgenommen und 
durch frisches Medium ersetzt. Anschließend wurde ein Elektronenkopplungs-Reagenz 
dem XTT-Reagenz in einem Verhältnis von 1:50 zugegeben. Nach Zugabe von 50 μl der 
aktivierten XTT-Lösung pro Well erfolgte eine Inkubation von 1 h bei 37 ºC im Brutschrank. 
Abschließend erfolgte die Quantifizierung der Proben im ELISA-Reader bei einer Licht-
Wellenlänge von λ = 490 nm für das gebildete Formazan und λ = 650 nm als Referenz 
unspezifischer Absorption gegen zwei mitgeführte Leerwerte. Die spezifische Absorption 
eines Wells wurde berechnet nach der folgenden Formel berechnet: 
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mit: 
AProbe:   spezifische Absorption der Probe 
A490 (Probe):  Absorption der Probe bei der Wellenlänge λ = 490 nm 
A650 (Probe):  Absorption der Probe bei der Wellenlänge λ = 650 nm  
A490 (leer): Absorption des Leerwerts bei der Wellenlänge λ = 490 nm  
A650 (leer): Absorption des Leerwerts bei der Wellenlänge λ = 650 nm  
 
2.12.6 Colony Formation Assay 
Um Proliferationseffekte längerfristig bestimmen zu können, wurde ein Colony Formation 
Assay durchgeführt. Dieser untersucht das Vermögen einzelner Zellen unter gegebenen 
Umständen Kolonien zu bilden. Pro Well einer 6-Well-Platte wurden 1000 Zellen in 2 ml 
Medium in 3-facher Bestimmung ausgesät. Entsprechend der in dieser Arbeit betrachteten 
Fragstellung wurden Zellen nach 24 h mit Expressionsplasmiden transient transfiziert 
(pSFRP2. bzw. pWNT1) und unter Selektionsdruck von  700 µg/ml Geneticin kultiviert. 
Untransfizierte Kontrollzellen wurden ebenfalls mit/ohne Zugabe von Geneticin parallel 
kultiviert, sowie transfizierte Zellen ohne Zugabe des Selektivums. Es folgte eine Inkubation 
von mindestens 14 Tagen bei 37 ºC im Brutschrank. Bei jedem Mediumwechsel wurde 
Geneticin erneut zugegeben. Dies stellte sicher, dass nicht-transfizierte Zellen eines 
Transfektionsansatz unter Einwirkung des Selektivums absterben, und die beobachteten 
Effekte nur auf Beobachtungen an erfolgreich transfizierten Zellen beruhen. Nach 14 – 21 
Tagen wurde das Medium der Schalen abgesaugt und die Zellen mit kaltem PBS 
gewaschen. Anschließend erfolgte die Färbung und Fixierung der Einzelkolonien mit einer 
Kristallviolett-Lösung (0.25% Kristallviolett in 10% Formalin/80% Methanol) für 30 min bei 
Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen der Schalen mit je 3 ml H2O wurden die 
gefärbten Kolonien fotografiert und gezählt. 
 
2.12.7 In vitro Demethylierung von DNA 
Durch den Einbau des Azanukleosidderivats 5-Aza-2’-desoxycytidin (Aza) in genomische 
DNA während der Replikationsphase von Zellen kommt es zu einer sukzessiven globalen 
Demethylierung dieser DNA. Aza kann C5-ständig nicht methyliert werden. Zusätzlich 
kommt es zu einer irreversiblen Hemmung durch kovalente Bindung an DNA-
AProbe = ( A490 (Probe) – A650 (Probe) )    -   ( A490 (leer) – A650 (leer) ) 
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Methyltransferasen (DNMT) [Constantinides et al., 1977; Jones und Taylor, 1980; Zhou et al., 
2002]. Um diesen demethylierenden Effekt auf die Transkriptionseffizienz methylierter 
Genpromotoren zu untersuchen wurden je 400.000 benigne und maligne Zellen in 6-Well-
Schalen ausgesät. Nach 24 h (Tag 0) wurde das Medium gewechselt. Frischem Medium 
wurde Aza in einer Endkonzentration von 1 µM zugesetzt. So wurde ebenfalls an den 
nachfolgenden 2 Tagen verfahren. Zusätzlich wurde den Ansätzen nach 48 h der 
Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A (TSA) in einer Endkonzentration von 300 nM 
zugesetzt, um eine etwaige expressionshemmende Histondeacteylierung zu revertieren. 
Kontrollzellen wurden methodengleich behandelt, wobei die Reagenzien Aza und TSA 
durch PBS ersetzt wurden. Insgesamt 72 h nach Beginn der Behandlung wurden die Zellen 
geerntet und für Nukleinsäureextraktionen aufbereitet.  
 
 
2.13 Statistische Methoden 
 
Sämtliche statistische Analysen wurden mit dem Programm SPSS Version 14.0 (SPSS, 
Chicago, IL, USA) durchgeführt. Alle Tests wurden zweiseitig durchgeführt. Statistische 
Signifikanz war definiert ab einem P-Wert < 0.05. Marginale Signifikanz war definiert 
zwischen P ≥ 0.05 und P < 0.1. Unterschiede in Expressionsstärken von zwei nicht-
verbundenen Gruppen wurden mittels eines nicht-parametrischen Mann-Whitney U-Tests 
analysiert [Mann und Whitney, 1947]. Bei mehr als zwei Stichproben wurde der globale 
Kruskal-Wallis-Test verwendet [Kruskal und Wallis, 1952]. Für verbundene Stichproben 
wurde der gepaarte Student t-Test angewandt [Student, 1908]. Bivariate 
Korrelationsanalysen zwischen molekularen und kliniko-pathologischen Parametern 
wurden mittels Kreuztabellen sowie dem Fishers Exakt-Test [Fisher, 1922] und dem χ2-Test 
[Chernoff und Lehmann, 1954] unter Angabe des Korrelationskoeffizienten nach Pearson 
durchgeführt. Univariate Überlebensanalysen von Patientinnen in Abhängigkeit von 
kliniko-pathologischen und molekularen Parametern wurden nach der Methode von 
Kaplan-Meier berechnet [Kaplan und Meier, 1958] und die Signifikanz der Funktion mittels 
Log-Rank-Test ermittelt. Eine multivariate Cox Regressions-Analyse mittels Einschluss-
Methode [Cox, 1972] bestimmte die Unabhängigkeit univariat signifikanter Faktoren von 
anderen Kovariaten auf das Überleben der Patientinnen und definierte das relative Risiko 
des betreffenden Parameters. 
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3  ERGEBNISSE 
 
 
3.1 SFRP1 im humanen Mammakarzinom 
 
Eine potenzielle Beteiligung von SFRP1 an der Entstehung und/oder Progression von 
Brustkrebs war bereits zu Beginn dieser Arbeit bekannt. In vorangegangenen Publikationen 
war zum einen gezeigt worden, dass das normale Drüsenepithel der Brust SFRP1 mRNA 
stark exprimiert und diese Expression in einer Vielzahl primärer Mammakarzinome (mit 
Ausnahme des prognostisch günstigen medullären Subtyps) herabreguliert wird [Ugolini et 
al., 2001]. Des Weiteren war bekannt, dass ein ebenso frequenter Verlust der SFRP1 
Proteinexpression besonders in frühen (pT1) Mammakarzinomen mit einem verkürzten 
Gesamtüberleben der Patientin assoziiert ist [Klopocki et al., 2004]. Der molekulare 
Mechanismus, welcher zu einer transkriptionellen Inaktivierung des SFRP1 Gens im 
Brustkrebs führt, war jedoch unbekannt und sollte im Folgenden identifiziert werden. Loss 
of heterozygosity (LOH) Analysen mittels der Mikrosatellitenmarker D8S532 (intragenisch) 
und D8S268 (extragenisch) wurden extern in einer kooperierenden Arbeitsgruppe 
durchgeführt (Dr. Dieter Niederacher, Molekulargenetisches Labor der Frauenklinik, UK 
Düsseldorf). Diese Untersuchungen ergaben, dass der chromosomale Lokus 8p11.21 im 
Mammakarzinom zwar sehr häufig von monoallelischem Verlust betroffen ist (33% für 
D8S532 und 44% für D8S268). Eine anschließende genomische Sequenzierung der SFRP1 
Introns und angrenzender Splicing-Donor/Akzeptorsequenzen derselben LOH-positiven 
Tumore konnte allerdings keine pathogenen, inaktivierenden Mutationen des zweiten 
SFRP1-Allels identifizieren. Auf Basis dieser Ergebnisse wurden Gen-Mutationen als 
Hauptursache des Verlust der SFRP1 Expression im Mammakarzinom ausgeschlossen 
[Veeck et al., 2006]. 
 
3.1.1 SFRP1 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien 
Um potenzielle molekulare Mechanismen des SFRP1 Expressionsverlusts im 
Mammakarzinom zu untersuchen, wurde einleitend die SFRP1 mRNA Expression von 
benignen und malignen humanen Brustzelllinien mittels konventioneller RT-PCR und 
Realtime RT-PCR bestimmt. Wichtig hierbei war, dass die RNA aus subkonfluenten Zellen 
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gewonnen wurde um eine mögliche Regulation des SFRP1 Gens bedingt durch in vitro 
Bedingungen (Einschränkung der Proliferation durch Konfluenz) ausschließen zu können. 
Wie in Abb. 3-1 dargestellt exprimierten die benignen Zelllinien MCF10A und MCF12A 
SFRP1 mRNA abundant. Eine vergleichbare SFRP1 mRNA Expression war sowohl auf RT-
PCR (Abb. 3-1A) als auch auf Realtime RT-PCR (Abb. 3-1B) in keiner der untersuchten 
malignen Zelllinien (BT20, BT474, MDA-MB231, MDA-MB453, MCF7, SKBR3, T47D und 
ZR75-1) nachweisbar. 
 
 
  
 
Abb. 3-1: SFRP1 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien. (A) Ergebnisse konventioneller RT-PCR nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung der Amplifikate. Die benignen Zelllinien MCF10A und MCF12A 
exprimieren SFRP1 mRNA abundant, alle untersuchten malignen Zelllinien zeigen jedoch keine detektierbare 
SFRP1 Expression. GAPDH Expression wurde als cDNA-Ladekontrolle der PCR mitbestimmt. (B) Realtime RT-
PCR der benignen Zelllinien MCF10A und MCF12A sowie ausgewählter maligner Zelllinien bestätigen den 
starken Expressionsverlust in malignen Zelllinien. Die Expression wurde normiert auf die jeweilige GAPDH 
mRNA Expression und in Relation zur SFRP1 mRNA Expression in MCF10A Zellen (= 1) gesetzt 
(Standardabweichung (Stabw): 3 Experimente). Der SFRP1 Expressionsunterschied zwischen benignen und 
malignen Brustzelllinien war statistisch marginal signifikant (P = 0.053; U-Test). 
 
 
3.1.2 Methylierung des SFRP1 Promotors in humanen Brustzelllinien 
Da eine mutationsbedingte Inaktivierung der SFRP1 Expression als Hauptursache 
ausgeschlossen werden konnte, wurde als nächstes eine mögliche Hypermethylierung des 
SFRP1 Genpromotors in Betracht gezogen. Die bioinformatische Analyse eines SFRP1 
Fragments mittels Methprimer Software [Li und Dahia, 2002], enthalten in Ensembl Contig 
ENSG00000104332, identifizierte eine CpG-Insel nach den stringenten Kriterien von Takai 
und Jones [2002] (Abb. 3-2). Der Methylierungs-Status dieser CpG-Insel wurde anschließend 
auf Basis Bisulfit-konvertierter DNA unter Verwendung der methylierungsspezifischen PCR 
(MSP) untersucht. 
A 
P = 0.053 
B
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Abb. 3-2: Identifikation einer CpG-Insel im humanen SFRP1 Promotor. Eine ca. 1.8 kb große Sequenz des 
SFRP1 Locus wurde bioinformatisch analysiert. Ausgehend vom Transkriptionsstart (TSS) wurde eine 1 kb 
Sequenz der 5’-flankierenden Region sowie das 3’-angrenzende erste Exon untersucht. In blau dargstellt sind 
Bereiche erhöhter CpG-Dichte (rote vertikale Striche). Die Region, welche den Transkriptionsstart flankiert, 
erfüllt die geforderten Kriterien und stellt demnach eine valide CpG-Insel dar. Der schwarze Balken skizziert das 
SFRP1 MSP-Amplikon. 
 
 
Diese Methode identifizierte Promotormethylierung in allen untersuchten malignen 
Brustzelllinien (BT20, BT474, MDA-MB231, MBA-MB453, MCF7, SKBR3, T47D und ZR75-1), 
erkennbar an exklusiver Amplifikation mit Primern spezifisch für methylierte DNA (Abb. 3-
3). Die beiden benignen Zelllinien MCF10A und MCF12A zeigten ausschließlich 
unmethylierte Promotorsequenzen, erkennbar an exklusiver Amplifikation mit Primern für 
unmethylierte DNA. Somit ergab sich eine deutliche Korrelation zwischen SFRP1 mRNA 
Expression und SFRP1 Promotormethylierung in humanen Brustzelllinien. 
 
          
Abb. 3-3: Methylierung des SFRP1 Promotors in humanen Brustzelllinien. Benigne (MCF10A und MCF12A) 
und maligne (BT20, BT474, MDA-MB231, MDA-MB453, MCF7, SKBR3, T47D und ZR75-1) Brustzelllinien 
wurden mittels MSP nach Bisulfit-Konversion genomischer DNA untersucht. In getrennten Reaktionen 
(U=Verwendung von Primern für unmethylierte DNA; M=Verwendung von Primern für methylierte DNA) 
wurde der Methylierungszustand qualitativ bestimmt. Benigne Zelllinien zeigten dabei ausschließlich 
unmethylierte, maligne Zelllinien ausschließlich methylierte DNA im analysierten Promotorfragment. NTC, 
Wasserkontrolle (no template control). 
 
 
Zusätzlich zur MSP wurde der SFRP1 Methylierungs-Status in Zelllinien mit der 
quantitativen Methode der Pyrosequenzierung untersucht. Diese Methode misst den 
                                                                                                                                   Ergebnisse                      
- 70 - 
Methylierungsgrad von einzelnen CpG-Einheiten einer Probe in Prozent, und erfasst 
darüber hinaus eine weitaus höhere Anzahl von CpG-Einheiten, als es mit der MSP möglich 
ist. Der Assay wurde so entworfen, dass die Hybridisierungsstellen der MSP-Primer 
abgebildet werden und somit eine Kontrolle der MSP-Ergebnisse mittels Bisulfit-
Sequenzierung möglich war (Abb. 3-4). Obwohl der SFRP1 Promotor im untersuchten 
Fragment eine heterogene Methylierung aufzuweisen scheint, konnte mittels 
Pyrosequenzierung der Methylierungsstatus  aus vorherigen MSP-Versuchen bestätigt 
werden; benigne MCF10A und MCF12A Zellen zeigten im Gegensatz zu ausgewählten 
malignen Zelllinien eine mediane CpG-Methylierungsfrequenz von < 10% (MCF10A: 4%; 
MCF12A:   6%), welches bedingt durch die limitierte Sensitivität dieser Methode als 
„unmethyliert“ interpretiert wurde. Als unmethyliert im SFRP1 Promotor wurden weiterhin 
humanes plazentales Gewebe (4%) und periphere Blut-Lymphozyten (4%) detektiert. Die 
malignen Zelllinien T47D (76%), BT20 (83%) und MDA-MB231 (84%) zeigten eine mediane 
CpG-Methylierungsfrequenz von > 10% im Promotorfragment. Diese Frequenz wurde in 
diesem Assay als „methyliert“ definiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-4: Methylierung des SFRP1 Promotors nach Pyrosequenzierung. Die CpG-Dinukleotide 1-3 sowie 16-22 
spiegeln die Hybridisierungsstellen der verwendeten MSP Primer im SFRP1 Promotor wider. Assay-bedingt 
wurde ein Schwellenwert von 10% festgelegt, Proben < 10% zeigen demnach keine SFRP1 
Promotormethylierung (MCF10A, MCF12A, Lymphozyten, Plazenta). Die malignen Zelllinien T47D, BT20 und 
MDA-MB231 hingegen zeigen starke Methylierung im SFRP1 Promotor. 
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In Abb. 3-5 ist die hohe Reproduzierbarkeit dieser Methode exemplarisch dargestellt. MDA-
MB231 Zellen wurden in 6-facher Wiederholung untersucht; dabei wurde die genomische 
DNA jeweils aus sechs separaten Ansätzen gewonnen und Bisulfit-konvertiert. 
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Abb. 3-5: SFRP1 Methylierungsmuster in MDA-MB231 Zellen nach Pyrosequenzierung. (A) Genomische 
DNA wurde aus sechs separaten Präparationen gewonnen und Bisulfit-konvertiert. Dargestellt ist die 
Methylierungsfrequenz (Ordinate) für jedes sequenzielle CpG-Dinukleotid (Abszisse). (B) Korrespondierender 
Graph aus den mittleren Methylierungsfrequenzen pro CpG-Dinukleotid aus A und Standardabweichung. Die 
maximale Standardabweichung beträgt  ± 8.7% (CpG Nr. 10). 
 
 
Der SFRP1 Methylierungsgrad der sequenziellen CpG-Dinukleotide in MDA-MB231 Zellen 
ist heterogen verteilt und oszilliert scheinbar. Als Median ergibt sich eine 
Methylierungsfrequenz über alle 22 CpG-Einheiten von 84%. Die Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse dieses Assays war in anderen Brustzelllinien vergleichbar hoch (nicht gezeigt). 
 
3.1.3 SFRP1 mRNA Reexpression nach in vitro DNA Demethylierung 
Nachdem eine Korrelation des SFRP1 mRNA Expressionsverlustes mit der SFRP1 
Promotormethylierung gezeigt wurde, sollte nun eine direkte funktionelle Assoziation 
dieser beiden Ereignisse untersucht werden. Unter der Annahme, dass eine Methylierung 
des SFRP1 Promotors die RNA Transkription inhibiert, sollte im Umkehrschluss eine 
Demethylierung des Promotors die mRNA Expression wieder induzieren. Dazu wurden 
exemplarisch vier maligne Brustzelllinien (BT20, MCF7, SKBR3 und T47D), welche keine 
endogene SFRP1 Expression zeigen, einer DNA demethylierenden Behandlung mittels 5-
Aza-2’-deoxycytidin (Aza) ausgesetzt. Da DNA-Methylierung auch weitere epigenetische 
Veränderungen wie z.B. Histondeacetylierung bedingen kann, wurde die Behandlung 
zusätzlich für 24 h mit dem Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A (TSA) erweitert. 
Abb. 3-6A und 3-6B demonstrieren, dass die in vitro DNA Demethylierung in allen vier 
Zelllinien (Abb 3-6C) eine signifikante Induktion der SFRP1 mRNA Expression bedingte (P 
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= 0.021; U-Test). Die Induktion der SFRP1 Expression nach Behandlung mit Aza/TSA war, 
jeweils bezogen auf die basale Expression der Kontrollzellen, in BT20 18-fach, in MCF7 29-
fach, in SKBR3 40-fach und in T47D 28-fach. Interessanterweise war in SKBR3 durch die 
alleinige Behandlung mit TSA die SFRP1 mRNA um das 40-fache induziert worden, welches 
durch die zusätzliche Behandlung mit Aza nicht weiter gesteigert werden konnte. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-6: SFRP1 mRNA Reexpression nach in vitro DNA Demethylierung. (A) RT-PCR und (B) Realtime RT-
PCR demonstrieren, dass eine alleinige Behandlung mit Aza nicht ausreicht, um eine SFRP1 mRNA Expression 
in malignen Brustzelllinien zu induzieren. Die alleinige Inkubation mit TSA jedoch bedingt einen starken SFRP1 
mRNA Expressionsanstieg in SKBR3 Zellen. Die Kombination aus Aza und TSA ist in der Lage, in allen 
Zelllinien die SFRP1 Expression signifikant zu induzieren. Die Expression in (B) wurde normiert auf die 
jeweilige GAPDH mRNA Expression und in Relation zur SFRP1 mRNA Expression unbehandelter BT20 Zellen 
(= 1) gesetzt (Stabw: 3 Experimente). Der SFRP1 Expressionsunterschied zwischen Kontrollzellen und Aza/TSA-
behandelten Zellen war statistisch signifikant (P = 0.021; U-Test). Als Nachweis, dass diese Behandlung 
tatsächlich eine DNA demethylierende Wirkung hatte ist in (C) exemplarisch gezeigt, wie nach der Behandlung 
der Anteil an unmethylierter Promotorsequenz in den gezeigten Zelllinien BT20 und MCF7 überwiegt. (D) 
Realtime RT-PCR der Cyclin D1-, c-myc- und β-Actin mRNA Expression in MCF7 und T47D Zellen vor (-) und 
nach (+) Aza/TSA-Behandlung. Während sich die β-Actin Expression nach der Behandlung nicht signifikant 
änderte, war die Expression von Cyclin D1 und c-myc in beiden Zelllinien nach der Behandlung signifikant 
reprimiert(***, P = 0.004; U-Test). Alle Expressionswerte sind in Relation zur Cyclin D1 Expression 
unbehandelter MCF7 Zellen aufgetragen (= 1) (Stabw: 3 Experimente). 
 
 
Um auszuschließen, dass die demethylierende Behandlung der Zellen in einer 
unspezifischen Gen-Aufregulation resultiert, wurde die mRNA Expression der Wnt 
SFRP1 
GAPDH 
P = 0.021 
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Zielgene CCND1 (Cyclin D1) und MYC (c-myc), sowie die des Haushaltsgens ACTB (β-
Actin), vor und nach der Behandlung in zwei Zelllinien (MCF7 und BT20) bestimmt. Dabei 
wurden die Gene CCND1 und MYC ausgewählt, da sie durch den Wnt Signalweg direkt 
reguliert werden, wohingegen das ACTB Gen konstitutiv und Wnt-unabhängig exprimiert 
wird. Während sich die mRNA Expression von ACTB durch die demethylierende 
Behandlung in beiden Zelllinien nicht signifikant änderte, war die mRNA Expression von 
CCND1 und MYC in beiden Zelllinien nach der Behandlung signifikant herabreguliert (P = 
0.004; U-Test) (Abb. 3-6D). Diese Ergebnisse belegen über die gezeigte statistische 
Assoziation hinaus, dass SFRP1 Promotormethylierung funktionell den SFRP1 mRNA 
Expressionsverlust in Brustzelllinien bedingt. 
 
3.1.4 Methylierung des SFRP1 Promotors in primären Mammakarzinomen 
In vitro kultivierte Zelllinien stellen im Hinblick auf genetische und epigenetische 
Aberrationen ein Modellsystem für humane Erkrankungen dar. Dennoch ist es erforderlich 
solche Aberrationen auch in primären Geweben zu analysieren, da Zelllinien häufig erst 
durch die Kultivierung zusätzliche Läsionen erwerben, die im erkrankten Gewebe nicht 
nachzuweisen sind [Osborne et al., 1987; Wistuba et al., 1998]. Zu diesem Zweck wurde eine 
SFRP1 Promotormethylierung mittels MSP an einem Tumorkollektiv bestehend aus 204 
primären invasiven Mammakarzinomen und 26 gepaarten makroskopisch normalen 
Brustgeweben bestimmt. Die klinische Charakteristik dieses Kollektivs ist in Tab. 2-1 in 
Kapitel 2.1 (Material und Methoden) beschrieben. Von 204 Tumoren waren 38 Tumore 
(19%) im SFRP1 Promotor unmethyliert (Abb. 3-7), wohingegen in 166 Tumoren (81%) 
SFRP1 Methylierung detektiert wurde. Von diesen 166 Tumoren war das 
Amplifikationssignal der MSP für Methylierung in 43 Fällen (21%) bei gleichzeitig starker 
Amplifikation unmethylierter Sequenz nur schwach erkennbar. In 123 Tumoren (60%) war 
das Methylierungssignal stark, was darauf hinweist, dass in diesen Tumoren, im Gegensatz 
zu Tumoren mit leichtem Methylierungssignal, deutlich mehr Tumorzellen einen 
methylierten SFRP1 Promotor aufweisen. Tumorproben wiesen immer auch starke Signale 
für unmethylierte DNA auf, was auf Kontaminationen der Probe mit Anteilen von 
Stromazellen oder Adipozyten zurückzuführen ist [Suzuki et al., 2002]. Von 26 
Brustnormalgeweben zeigte lediglich eine Probe (4%) leichte Methylierungssignale. 
Demnach zeigt SFRP1 Methylierung eine hohe Spezifität für maligne Brustzellen. 
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Abb. 3-7: Methylierung des SFRP1 Promotors in primären invasiven Mammakarzinomen. Korrespondierende 
Probenpaare (#) aus Tumor (T) und Brust-Normalgewebe (N) wurden mittels MSP nach Bisulfit-Konversion 
genomischer DNA untersucht. In getrennten Reaktionen (U = Verwendung von Primern für unmethylierte 
DNA; M = Verwendung von Primern für methylierte DNA) wurde der Methylierungszustand qualitativ 
bestimmt. Plac, humanes plazentales Gewebe (Positivkontrolle für unmethylierte DNA); IVD, in vitro methylierte 
DNA (Positivkontrolle für methylierte DNA); NTC, Wasserkontrolle (no template control). 
 
 
3.1.5 Herabregulation der SFRP1 mRNA in primären Mammakarzinomen:  
 Korrelation mit SFRP1 Promotormethylierung 
In Brustzelllinien konnte zuvor eine signifikante Assoziation zwischen dem SFRP1 mRNA 
Expressionsverlust und einer SFRP1 Promotormethylierung gezeigt werden. Dieser 
Zusammenhang sollte im Folgenden auch in primären Tumoren der Brust untersucht 
werden. Zu diesem Zweck wurden 86 zufällig ausgewählte Mammakarzinome mittels 
Realtime RT-PCR auf ihre SFRP1 mRNA Expression hin untersucht. Da SFRP1 
Promotormethylierung in diesen Proben bereits bestimmt war, konnte eine direkte  
Korrelationsanalyse durchgeführt werden. Von 86 untersuchten Tumoren war SFRP1 
mRNA in 75 Tumoren (87%) herabreguliert, gemessen an einem Fold change (FC) von > 2 
(Abb. 3-8A) in Relation zur SFRP1 mRNA Expression eines Brust-Normalgewebes mit 
einem Epithelanteil von ca. 40%. In 11 dieser Tumore (13%) war keine substanzielle 
Herabregulation der SFRP1 mRNA Expression feststellbar (FC < 2). 
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Abb. 3-8: Korrelation von SFRP1 Promotormethylierung und SFRP1 mRNA Expression in primären invasiven 
Mammakarzinomen. (A)  SFRP1 Realtime RT-PCR wurde mit 86 ausgewählten Mammakarzinomen des 
Kollektivs durchgeführt, und die SFRP1 mRNA Expression gruppiert nach SFRP1 Methylierungsgrad 
aufgetragen. Insgesamt zeigten 75 (87%) dieser Tumore eine substanzielle Herabregulation der SFRP1 mRNA 
Expression FC > 2 (schwarze Balken) im Vergleich zur Expression eines Brust-Normalgewebes (= 1). Die 
restlichen 11 Tumore (13%) zeigten keine substanzielle SFRP1 Herabregulation (hellgraue Balken). Der Vergleich 
der Gruppenmediane (dunkelgraue Balken) demonstriert eine stetige Abnahme der SFRP1 Expression von 
SFRP1 unmethylierten Tumoren hin zu stark methylierten Tumoren. Die Ordinate ist logarithmisch skaliert. (B) 
Die Boxplot-Darstellung desselben Experiments verdeutlicht die Stärke der SFRP1 mRNA Herabregulation in 
stark methylierten Tumoren im Vergleich zu SFRP1 unmethylierten Tumoren. Die Expressionsunterschiede 
zwischen den dargestellten Gruppen ist statistisch signifikant (P = 0.01 bzw. P < 0.001; U-Test). 
 
 
Die Gruppierung der Tumore in ihren jeweiligen SFRP1 Methylierungsgrad zeigte deutlich, 
dass die mediane SFRP1 mRNA Expression von der Gruppe der unmethylierten Tumore 
hin zur Gruppe der stark methylierten Tumore stetig abnimmt. In Abb. 3-8B ist die Stärke 
dieser Herabregulation dargestellt. Tumore mit leichter SFRP1 Methylierung waren median 
2.1-fach herabreguliert, verglichen zu Tumoren mit unmethyliertem SFRP1 Promotor (P = 
0.01). Tumore mit starker SFRP1 Methylierung zeigten jedoch, verglichen zu Tumoren mit 
unmethyliertem SFRP1 Promotor, eine Herabregulation der Expression von median 10.1-
fach. Sowohl der Expressionsunterschied zu leicht methylierten (P < 0.001) als auch zur 
Gruppe der SFRP1 unmethylierten Tumore war statistisch signifikant (P < 0.001). 
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3.2 SFRP2 im humanen Mammakarzinom 
 
Die Ausgangslage zu Untersuchungen der Rolle von SFRP2 im humanen Mammakarzinom 
war zu der Situation beim SFRP1 grundverschieden. Zwar war bereits bekannt, dass auch 
der SFRP2 Promotor Ziel von aberranter epigenetischer Inaktivierung in humanen Tumoren 
sein kann, wie z.B. im Kolonkarzinom [Suzuki et al., 2002], im Lungenkarzinom [Fukui et 
al., 2005] und im Blasenkarzinom [Marsit et al., 2005]. Doch im Gegensatz dazu wurde über 
eine starke Aufregulation der SFRP2 Proteinexpression in caninen Mammatumoren 
berichtet [Lee et al., 2004A], welche zudem mit onkogenen Eigenschaften assoziiert wurde, 
wie z.B. einer in vitro definierten Apoptose-Resistenz gegenüber UV-Exposition [Lee et al., 
2004B; Lee et al., 2006]. Somit sollte im Folgenden die unbekannte Rolle von SFRP2 im 
humanen Mammakarzinom näher untersucht werden. 
 
3.2.1 SFRP2 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien 
Einleitend wurde die SFRP2 mRNA Expression humaner benigner und maligner 
Brustzelllinien mittels konventioneller RT-PCR und Realtime RT-PCR bestimmt. Wichtig 
hierbei war, dass die RNA aus subkonfluenten Zellen gewonnen wurde um eine potenzielle 
Regulation des Gens bedingt durch in vitro Bedingungen (Einschränkung der Proliferation 
durch Konfluenz) auszuschließen. 
 
 
         
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-9: SFRP2 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien. (A) Ergebnisse konventioneller RT-PCR nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung der Amplifikate. Die benigne Zelllinien HMEC exprimiert SFRP2 mRNA 
abundant, alle untersuchten malignen Zelllinien mit Ausnahme von Hs578T Zellen zeigten jedoch keine 
detektierbare SFRP2 Expression. Auch in benignen MCF10A Zellen war keine SFRP2 mRNA nachweisbar. 
GAPDH Expression wurde als cDNA-Ladekontrolle der PCR mitbestimmt. (B) Realtime RT-PCR der benignen 
Zelllinie HMEC, sowie ausgewählter maligner Zelllinien bestätigen den starken Expressionsverlust in malignen 
Zelllinien. Die Ordinate ist logarithmisch skaliert. Die Expression wurde normiert auf die jeweilige GAPDH 
mRNA Expression und in Relation zur SFRP2 mRNA Expression in HMEC Zellen (= 1) gesetzt (Stabw: 3 
Experimente). NTC,  Wasserkontrolle (no template control). 
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Wie in Abb. 3-9 dargestellt exprimiert die benigne Zelllinie HMEC SFRP2 mRNA abundant. 
Mit Ausnahme von Hs578T Zellen war jedoch sowohl auf RT-PCR Ebene (Abb. 3-9A) als 
auch auf Realtime RT-PCR Ebene in keiner der untersuchten malignen Zelllinien (MDA-
MB231, MCF7, SKBR3, T47D, MDA-MB453, BT20, BT474 und ZR75-1) (Abb. 3-9B) eine 
vergleichbare SFRP2 mRNA Expression nachweisbar. Neben den malignen Zelllinien war 
SFRP2 mRNA auch in benignen MCF10A Zellen nicht exprimiert. 
 
3.2.2 Methylierung des SFRP2 Promotors in humanen Brustzelllinien 
Die bioinformatische Analyse eines SFRP2 Promotorfragments auf Chromosom 4q31 mittels 
Methprimer Software [Li und Dahia, 2002], enthalten in Ensembl Contig ENSG00000145432, 
identifizierte eine CpG-Insel nach den stringenten Kriterien von Takai und Jones [2002].  
 
        
 
Abb. 3-10: Identifikation einer CpG-Insel im humanen SFRP2 Promotor. Im oberen Bereich ist die SFRP2  
Genstruktur schematisch dargestellt. Die kodierende Sequenz (coding sequence, CDS) ist in drei Exons 
lokalisiert, welche durch zwei Introns getrennt sind. Im mittleren Bildbereich ist die zu analysierende Region 
aufgelöst. Diese ca. 1.7 kb große Sequenz des SFRP2 Locus wurde bioinformatisch analysiert. Ausgehend vom 
Transkriptionsstart (+1) wurde eine 1 kb Sequenz der 5’-flankierenden Region sowie das 3’-angrenzende erste 
Exon nach den Kriterien von Takai und Jones [2002] analysiert. Drei Bereiche (hellblau) erfüllen mindestens zwei 
der Kriterien. Positionen sind relativ zum Transkriptionsstart (+1) dargestellt. Der untere Bildbereich zeigt die 
Region, welche mittels MSP analysiert wurde. Kreise repräsentieren CpG-Dinukleotide, schwarze Kreise stellen 
solche CpG-Dinukleotide dar, welche durch die MSP-Primer (schwarze horizontale Balken) abgebildet werden. 
UTR, untranslatierte Region; MSP-F, sense Primer; MSP-R, antisense Primer. 
 
 
Eine Ausnahme bestand darin, dass diese CpG-Insel sich nicht, wie gefordert, über einen 
Bereich von > 500 bp erstreckt, sondern nach den gewählten Kriterien drei Bereiche erhöhter 
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CpG-Dichte aufweist. In Abb. 3-10 ist die analysierte Promotorregion schematisch 
dargestellt.  
Die Analyse dieser CpG-Insel identifizierte Promotormethylierung in benignen MCF10A 
Zellen und in den malignen Brustzelllinien MDA-MB231, MCF7, MDA-MB453, BT20 und 
BT474, erkennbar an exklusiver Amplifikation mit Primern spezifisch für methylierte DNA 
(Abb. 3-11). In den malignen Linien SKBR3 und T47D wurde neben methylierter ebenso 
unmethylierte SFRP2 Promotor-Sequenz detektiert. Benigne HMEC Zellen und maligne 
Hs578T Zellen zeigten ausschließlich unmethylierte Promotorsequenzen, erkennbar an 
exklusiver Amplifikation mit Primern für unmethylierte DNA. 
 
           
Abb. 3-11: Methylierung des SFRP2 Promotors in humanen Brustzelllinien. Benigne (HMEC und MCF10A) 
und maligne (Hs578T, MDA-MB231, MCF7, SKBR3, T47D, MDA-MB453, BT20 und BT474,) Brustzelllinien 
wurden mittels MSP nach Bisulfit-Konversion genomischer DNA untersucht. In getrennten Reaktionen 
(U=Verwendung von Primern für unmethylierte DNA; M=Verwendung von Primern für methylierte DNA) 
wurde der Methylierungszustand qualitativ bestimmt. Periphere Blut Lymphozyten dienten als Positivkontrolle 
für unmethylierte DNA [Liu et al., 2006]. NTC, Wasserkontrolle (no template control). 
 
 
Für den SFRP2 Promotor wurde ein Pyrosequenzierungs-Assay entworfen, um die SFRP2 
Methylierung quantitativ untersuchen zu können. Der Assay war so konzipiert, dass MSP-
Primer Hybridisierungsstellen abgebildet wurden. Insgesamt wurden 22 sequenzielle CpG-
Dinukleotide analysiert, welche in Abb. 3-10 schematisch dargestellt sind (offene und 
schwarze Kreise). Bestimmt wurde die mediane SFRP2 Methylierung in Zelllinien. Diese 
betrug 4% in HMEC, 5% in Hs578T, 65% in MCF10A, 71% in MDA-MB231, 73% in MCF7, 
61% in SKBR3, 42% in T47D und 83% in BT20 Zellen. Da die SFRP2 mRNA Expression 
bereits bestimmt war, konnte diese direkt in Relation zu SFRP2 Methylierung gesetzt 
werden. Abb. 3-12 demonstriert, dass in Brustzelllinien ein SFRP2 mRNA 
Expressionsverlust signifikant mit der Methylierung des SFRP2 Promotors korreliert ist (P = 
0.001; Pearson r = -0.9241; R2 = 0.854). 
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Abb. 3-12: Methylierung des SFRP2 Promotors humaner Brustzelllinien in Relation zur SFRP2 mRNA 
Expression. Die mediane SFRP2 Promotormethylierung in acht Brustzelllinien wurde mittels Pyrosequenzierung 
bestimmt (Abszisse) und in Relation zur SFRP2 mRNA Expression aufgetragen. Die Ordinate ist logarithmisch 
skaliert. Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen SFRP2 mRNA Expression und Methylierung des 
SFRP2 Promotors in Brustzelllinien (P = 0.001). 
 
 
3.2.3 SFRP2 mRNA Reexpression nach in vitro DNA Demethylierung 
Nachdem eine signifikante Korrelation von SFRP2 mRNA Expressionsverlust mit SFRP2 
Promotormethylierung in Brustzelllinien gezeigt war, sollte nun eine direkte funktionelle 
Assoziation dieser beiden Ereignisse untersucht werden. Unter der Annahme, dass eine 
Methylierung des SFRP2 Promotors die RNA Transkription inhibiert, sollte im 
Umkehrschluss eine Demethylierung des Promotors die mRNA Expression wieder 
induzieren. Dazu wurden exemplarisch vier maligne Brustzelllinien (BT20, MCF7, SKBR3 
und T47D), welche keine endogene SFRP2 Expression zeigen, einer DNA demethylierenden 
Behandlung mittels der Reagenzien Aza und TSA ausgesetzt. Abb. 3-13A demonstriert, dass 
diese in vitro Behandlung in drei von vier Zelllinien zur Demethylierung des SFRP2 
Promotors führte. Lediglich in SKBR3 Zellen war mittels MSP kein Unterschied 
detektierbar. In partiell methylierten SKBR3 und T47D Zellen war durch die alleinige 
Behandlung mit TSA eine SFRP2 mRNA Expression induzierbar (Abb. 3-13B). Dies weist 
darauf hin, dass in diesen Zellen entweder ein SFRP2 Allel unmethyliert vorliegt, dessen 
SFRP2 mRNA Expression über Histondeacetylierung reprimiert wird, oder, dass diese 
Zellpopulation heterogen ist, bestehend aus Zellen welche Methylierung in beiden Allelen 
des SFRP2 Promotors tragen, und solchen Zellen, die über Histondeacetylierung in beiden 
Allelen eine SFRP2 mRNA Expression reprimieren.  
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Abb. 3-13: SFRP2 mRNA Reexpression nach in vitro DNA Demethylierung. (A) SFRP2 Methylierung in vier 
Brustzelllinien vor Behandlung (Kontrolle), nach Aza Behandlung, nach TSA Behandlung und nach Aza/TSA 
Behandlung. In allen Zelllinien außer SKBR3 führte die kombinierte Behandlung zur Demethylierung des SFRP2 
Promotors. (B) Die RT-PCR demonstriert, dass eine alleinige Behandlung mit Aza nicht ausreichte um SFRP2 
mRNA Expression in malignen Brustzelllinien zu induzieren. Die Inkubation mit TSA induzierte einen SFRP2 
mRNA Expressionsanstieg in SKBR3 und T47D Zellen. Erst die Kombination aus Aza und TSA war in der Lage, 
in allen Zelllinien die SFRP2 mRNA Expression substanziell zu induzieren. GAPDH Expression wurde als 
cDNA-Ladekontrolle der PCR mitbestimmt. 
 
 
Eine starke Induktion der SFRP2 mRNA Expression in allen vier Zelllinien konnte erst nach 
der kombinierten Behandlung aus Aza und TSA erzielt werden. Diese Ergebnisse belegen, 
dass SFRP2 Promotormethylierung funktionell den SFRP2 mRNA Expressionsverlust in 
Brustzelllinien bedingt. 
 
3.2.5 Methylierung des SFRP2 Promotors in primären Mammakarzinomen 
Nachdem eine SFRP2 Promotormethylierung in Brustzelllinien gezeigt war wurde als 
nächstes der SFRP2 Promotor mittels MSP an einem Tumorkollektiv bestehend aus 199 
primären, invasiven Mammakarzinomen und 20 gepaarten makroskopisch normalen 
Brustgeweben analysiert. Die klinische Charakteristik dieses Kollektivs ist in Tab. 2-1 
beschrieben. Von 199 Tumoren waren 34 Tumore (17%) im SFRP2 Promotor unmethyliert 
(Abb. 3-14), wohingegen in 165 Tumoren (83%) SFRP2 Methylierung detektiert werden 
konnte. Von diesen 165 Tumoren war das Amplifikationssignal der MSP für Methylierung 
in 46 Fällen (23%) bei gleichzeitig starker Amplifikation unmethylierter Sequenzen nur 
schwach erkennbar. In 119 Tumoren (60%) war das Methylierungssignal stark, was darauf 
hinweist dass in diesen Tumoren, im Gegensatz zu Tumoren mit leichtem 
Methylierungssignal, deutlich mehr Tumorzellen einen methylierten SFRP2 Promotor 
aufweisen. Von 20 untersuchten Brustnormalgeweben war SFRP2 Methylierung in keiner 
Probe nachweisbar. 
A B 
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Abb. 3-14: Methylierung des SFRP2 Promotors in primären invasiven Mammakarzinomen. Dargestellt sind 
drei korrespondierende Probenpaare aus Tumor (T) und Normalgewebe (N), und 16 weitere Tumorproben, 
welche mittels MSP nach Bisulfit-Konversion genomischer DNA untersucht wurden. In getrennten Reaktionen 
(U=Verwendung von Primern für unmethylierte DNA; M=Verwendung von Primern für methylierte DNA) 
wurde der Methylierungszustand qualitativ bestimmt. Lyc, periphere Blutlymphozyten (Positivkontrolle für 
unmethylierte DNA); BT20, Mammakarzinomzelllinie (Positivkontrolle für Methylierung); NTC, 
Wasserkontrolle (no template control). 
 
 
Um die gezeigte hohe Spezifität der SFRP2 Methylierung für maligne Brustzellen 
abzusichern, wurden 17 weitere Brustnormalgewebe mittels MSP untersucht. Diese 
Normalgewebe stammten aus Brust-Reduktionsplastiken und hatten somit keinen 
histologisch malignen Hintergrund. Wie in Abb. 3-15 exemplarisch dargestellt, konnte 
ebenfalls in keiner dieser 17 Brust-Normalgewebe eine SFRP2 Promotormethylierung 
festgestellt werden. 
 
            
 
Abb. 3-15: Methylierung des SFRP2 Promotors in Brust-Normalgeweben ohne malignen Hintergrund. 
Dargestellt sind fünf (#) der 17 Normalgewebeproben (Reduktionsplastiken), welche mittels MSP nach Bisulfit-
Konversion genomischer DNA untersucht wurden. In getrennten Reaktionen (U=Verwendung von Primern für 
unmethylierte DNA; M=Verwendung von Primern für methylierte DNA) wurde der Methylierungszustand 
qualitativ bestimmt. SFRP2 Methylierung war in keinem der Normalgewebe nachweisbar. 
 
 
3.2.7 Herabregulation der SFRP2 Proteinexpression in primären Mammakarzinomen 
Im Hinblick auf eine berichtete frequente SFRP2 Proteinüberexpression in caninen 
Mammakarzinomen [Lee et al., 2004A] und der dadurch vermuteten onkogenen Funktion 
                                                                                                                                   Ergebnisse                      
- 82 - 
von SFRP2 in der Brust war es wichtig, die SFRP2 Proteinexpression im humanen 
Mammakarzinom und normalem Brustepithel zu untersuchen. Dazu wurde der gleiche 
(anti-human) Primärantikörper appliziert, welcher in der Studie von Lee et al. [2004A] an 
caninen Brusttumoren eingesetzt wurde. Verwendet wurde ein Tissue Microarray (TMA), 
bestehend aus 125 primären invasiven Mammakarzinomen, vier duktalen in situ 
Karzinomen und zehn Brustnormalgeweben. In neun der zehn Brustnormalgewebe (90%) 
war SFRP2 abundant exprimiert (Abb. 3-16). Diese neun Normalgewebe erreichten je einen 
Immunreaktivitäts Score (IRS) von ≥ 8. 
 
.                                     
Abb. 3-16: SFRP2 Proteinexpression im humanen Mammakarzinom. (A) und (B) zeigen als Negativkontrolle 
der immunhistochemischen Färbung humanes Brustnormalgewebe, bei welchen kein Primärantikörper 
appliziert wurde. (C) Starke SFRP2 Expression in basalen und luminalen Epithelzellen der normalen Brust (IRS = 
12). (D) Starke SFRP2 Expression im duktalen in situ Karzinom der Brust. (E) Vergrößerung der Probe aus D. (F) 
Entdifferenziertes invasiv-duktales Mammakarzinom mit vollständigem Verlust der SFRP2 Expression (IRS = 0). 
(G) Vergrößerung der Probe aus F. (H) Entdifferenziertes invasiv-duktales Mammakarzinom mit starker SFRP2 
Expression (IRS = 12). Vergrößerungen: A, F = 100x; B, C, G, H = 200x; D = 40x; E = 400x. 
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Die mittlere SFRP2 Expression betrug IRS = 7.5 ± 1.6, die mediane SFRP2 Expression betrug 
IRS = 8. SFRP2 Protein war prominent in basalen und luminalen Epithelzellen exprimiert. 
Eine schwache Färbung war daneben auch in Stromazellen zu erkennen. In duktalen in situ 
Karzinomen war die SFRP2 Expression leicht reduziert (mittlerer IRS = 6.5 ± 1.9; medianer 
IRS = 7) und in einem Einzelfall stark reduziert (IRS = 4). In invasiven Mammakarzinomen 
war jedoch die SFRP2 Proteinexpression deutlich reduziert. Die mittlere SFRP2 Expression 
betrug IRS = 4.6 ± 2.1, die mediane SFRP2 Expression betrug IRS = 4. Gemessen an diesem 
Median war in 93 der 125 Mammakarzinome (74%) ein drastischer SFRP2 
Expressionsverlust von IRS ≤ 4 feststellbar. Der Expressionsunterschied zwischen der 
Gruppe der Normalgewebe und der invasiven Mammakarzinome war statistisch signifikant 
(P = 0.001; U-Test). Demnach ist die Expression von SFRP2 im humanen Brustkrebs nicht 
mit der SFRP2 Expression im caninen Brustkrebs in Analogie zu setzen. 
 
3.2.8 Klinische Relevanz eines SFRP2 Proteinverlusts im Mammakarzinom 
Nachdem ein frequenter Verlust von SFRP2 Proteinexpression im Mammakarzinom in 
dieser Arbeit gezeigt war, und zudem ein SFRP1 Proteinverlust ein verkürztes Überleben 
der Brustkrebspatientin anzeigen kann [Klopocki et al., 2004], wurde im Folgenden 
untersucht, ob auch die SFRP2 Proteinexpression eine solche klinische Relevanz im 
Mammakarzinom zeigt. Dazu wurde das Tumorkollektiv der Expression nach, orientiert am 
Median der SFRP2 Expression in Mammatumoren, in zwei Gruppen dichotomisiert (1. kein 
SFRP2 Verlust, IRS > 4;  2. SFRP2 Verlust, IRS 0-4).  Anschließend wurden 
Korrelationsanalysen mittels Kontingenz-Tabellen zwischen SFRP2 Expression und kliniko-
pathologischen Parametern unter Anwendung des Fishers Exakt-Test durchgeführt (Tab. 3-
1). Ein SFRP2 Proteinverlust war signifikant mit einem positivem Nodal-Status assoziiert (P 
= 0.033), sonst aber mit keinem weiteren der analysierten klinischen Parameter (Alter bei 
Diagnose, Tumorgröße, histologischer Grad, histologischer Typ, Östrogenrezeptor-Status, 
Progesteronrezeptor-Status, HER2-Status oder p53 Kernfärbung). Da der klinische 
Parameter der Fernmetastasierung im Tumorkollektiv nicht bekannt war, konnte keine 
Korrelationsanalyse mit dem Faktor „Krankheitsstadium“ [Wittekind et al., 2002] 
durchgeführt werden. 
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Tab. 3-1. Kliniko-pathologische Faktoren des verwendeten Tumorkollektivs in Bezug zur SFRP2 
Proteinexpression. 
 
SFRP2 Proteinexpression Variable na IRS 0-4 (%) IRS >4 (%) P-Wertd 
Total 125 93 (74) 32 (26)  
Kliniko-pathologische Faktoren     
Alter bei Diagnose (Median: 57 Jahre; Spanne: 29-82 Jahre) 
 <60 Jahre 69 49 (71) 20 (29) 
 ≥60 Jahre 55 44 (80) 11 (20) 0.255 
Tumorgrößeb 
 pT1 42 29 (69) 13 (31) 
 pT2-4 81 64 (79) 17 (21) 0.226 
Nodal-Statusb 
 pN negativ 62 41 (66) 21 (34) 
 pN positiv 59 49 (83) 10 (17) 0.033 
Histologischer Gradb 
 G1 und G2 67 49 (73) 18 (27) 
 G3 57 44 (77) 13 (23) 0.606 
Histologischer Typ 
 Duktal 98 73 (75) 25 (26) 
 Lobulär 9 9 (100) 0 (0) 
 Andere 14 9 (64) 5 (36) 
0.796 
Östrogenrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 28 20 (71) 8 (29) 
 Positiv (IRS 3-12) 76 60 (79) 16 (21) 0.424 
Progesteronrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 72 55 (76) 17 (24) 
 Positiv (IRS 3-12) 43 31 (72) 12 (28) 0.611 
HER2 IHC     
 Negativ (0, 1+) 91 70 (77) 21 (23) 
 Positiv (2+, 3+) 26 17 (65) 9 (35) 0.238 
p53 Kernfärbung     
 Negativ (< 5%) 70 53 (76) 17 (24) 
 Positiv (≥ 5%) 44 32 (73) 12 (27) 0.724 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. bUICC: TNM Klassifikation 
nach Wittekind et al. [2002]. cIRS=Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [1987]. dFishers Exakt-Test. 
Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt. IHC, Immunhistochemie. 
 
 
Im Anschluss an die Korrelationsanalyse wurde die SFRP2 Expression in Relation zum 
Überleben der Patientinnen analysiert. Unter Anwendung der Kaplan-Meier Funktion 
[Kaplan und Meier, 1958] wurden alle kliniko-pathologischen Parameter sowie SFRP2 
Expression auf eine Assoziation zu einer veränderten rezidivfreien Überlebens- und 
Gesamtüberlebenszeit analysiert (Tab. 3-2). Erwartungsgemäß waren die Parameter 
Tumorgröße, Nodal-Status, histologischer Grad, Östrogenrezeptor-Status und 
Progesteronrezeptor-Status signifikant mit einem rezidivfreien und Gesamtüberleben der 
Patientinnen assoziiert. Somit zeigte das verwendete Kollektiv eine repräsentative 
Charakteristik von Mammakarzinom-Patientinnen. 
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Tab. 3-2. Univariate Analyse der kliniko-pathologischen Faktoren und SFRP2 Proteinexpression in 
Bezug zu rezidivfreiem Überleben (RFÜ) und Gesamtüberleben (GÜ). 
 
RFÜ GÜ Variable na Ereignisse P-Wertd na Ereignisse P-Wertd 
Kliniko-pathologische Faktoren:   
Alter   
 < 60 Jahre 69 23 69 14 
 ≥ 60 Jahre 49 19 0.295 55 23 0.007 
Tumorgrößeb   
 pT1 40 7 42 6 
 pT2-4 77 35 0.002 81 31 0.006 
Nodal-Statusb   
 pN negativ 61 11 62 10 
 pN positiv 55 29 <0.001 59 25 0.001 
Histologischer Grad   
 G1 und G2 63 17 67 14 
 G3 55 25 0.018 57 23 0.011 
Histologischer Typ   
 Duktal 95 36 98 29 
 Lobulär 8 1 9 2 
 Andere 12 4 
0.568 
14 5 
0.784 
Östrogenrezeptor-Status   
 Negativ 28 17 28 13 
 Positiv 71 20 0.002 76 19 0.027 
Progesteronrezeptor-Status   
 Negativ 66 29 72 30 
 Positiv 43 11 0.028 43 5 0.001 
SFRP2 IHC   
 IRSc 0-4 88 34 93 32 
  IRS > 4 30 8 0.237 31 5 0.071 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. bUICC: TNM Klassifikation 
nach Wittekind et al. [2002]. cIRS=Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [1987]. dLog-Rank-Test. 
Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt. RFÜ, rezidivfreies Überleben; GÜ, Gesamtüberleben, IHC, 
Immunhistochemie. 
 
 
Obwohl die grafische Darstellung in Abb. 3-17 eine Assoziation zwischen dem Verlust der 
SFRP2 Proteinexpression und einem verkürzten rezidivfreien (Abb. 3-17A) und verkürzten 
Gesamtüberleben (Abb. 3-17B) vermuten lässt, war diese Assoziation in der statistischen 
Analyse für das rezidivfreie Überleben nicht signifikant (P = 0.237) und für das 
Gesamtüberleben marginal signifikant (P = 0.071; mittleres Gesamtüberleben IRS 0-4: 88 
Monate, 95% Konfidenz-Intervall (CI): 80-95 Monate; mittleres Gesamtüberleben IRS > 4: 100 
Monate, 95% CI: 89-111 Monate). In einer multivariaten Cox Regressionsanalyse [Cox, 1972] 
wurde dennoch die Unabhängigkeit der SFRP2 Expression als potenzieller prognostischer 
Faktor des Gesamtüberlebens im Mammakarzinom untersucht. Da zuvor eine Assoziation 
der SFRP2 Expression mit dem Nodal-Status gezeigt werden konnte, wurden zwei 
Regressionsmodelle konstruiert: In das erste Modell wurden alle univariat signifikanten, 
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klinischen Parameter mit Ausnahme des Nodal-Status einbezogen (Tab. 3-3A); in das zweite 
Modell wurde auch der Nodal-Status mit aufgenommen (Tab. 3-3B). Diese getrennte 
Analyse verdeutlicht, dass die SFRP2 Proteinexpression, berücksichtigt man den Nodal-
Status nicht, einen unabhängigen prognostischen Faktor im Mammakarzinom darstellen 
könnte (P = 0.050; HR = 2.94; 95% CI: 1.00-8.64). Die Aufnahme des Nodal-Status in das 
Modell widerlegt diese Hypothese jedoch. Dies geschieht wahrscheinlich aufgrund der 
gefundenen Assoziation der beiden Parameter. 
 
  
Abb. 3-17: Überlebensanalyse in Bezug zur SFRP2 Proteinexpression im humanen Mammakarzinom. (A) 
Patientinnen mit SFRP2 Expressionsverlust im Tumor (rote Kurve) haben scheinbar ein kürzeres rezidivfreies 
Überleben, als solche Patientinnen mit SFRP2 Expression im Tumor (blaue Kurve), jedoch ist diese Assoziation 
statistisch nicht signifikant (P = 0.237; Log-Rank-Test). (B) Dahingegen ist die scheinbare Assoziation von SFRP2 
Expressionsverlust (rote Kurve) und kürzerem Gesamtüberleben verglichen mit SFRP2 Expression im Tumor 
(blaue Kurve) marginal signifikant (P = 0.071; Log-Rank-Test). Kreuze markieren zensierte Fälle. 
 
 
Tab. 3-3. Multivariates Cox Regressions-Modell prognostischer Faktoren und SFRP2 
Proteinexpression im Mammakarzinom. 
 
 
   
 
Alle Variablen wurden kategorisiert wie in der univariaten Überlebensanalyse. SFRP2, SFRP2 Proteinexpression; 
pT, Tumorgröße; G, histologischer Grad; pN, Nodal-Status; ÖR, Östrogenrezeptor-Status; PR, 
Progesteronrezeptor-Status; CI, Konfidenz-Intervall (confidence interval). Signifikante P-Werte sind in Fettschrift 
dargestellt. 
 
 
P-
Wert 
Hazard 
Rate (HR) 
95% CI 
von HR 
     
Untere 
Grenze 
Obere 
Grenze 
SFRP2 0.050 2.94 1.00 8.64 
pT  0.121 2.12 0.81 5.87 
G 0.227 1.60 0.75 3.42 
ÖR 0.145 0.58 0.28 1.21 
PR 0.058 0.39 0.15 1.00 
 
P- 
Wert 
Hazard 
Rate (HR) 
95% CI 
von HR 
    
Untere 
Grenze 
Obere 
Grenze 
SFRP2 0.190 2.09 0.69 6.26 
pT  0.412 1.62 0.51 5.12 
G 0.238 1.60 0.74 3.46 
ÖR 0.044 0.46 0.21 0.98 
PR 0.167 0.50 0.18 1.34 
pN 0.035 2.76 1.08 7.10 
A B
 A   B
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Zusammengefasst zeigen Nodal-positive Brustkrebs-Patientinnen eine Prävalenz für einen 
Verlust der SFRP2 Proteinexpression im Tumor. Diese Assoziation mit einem der stärksten 
Prognosefaktoren im Mammakarzinom macht eine Eignung von SFRP2 Expression als 
Prognosefaktor in dieser Erkrankung unwahrscheinlich. 
 
3.2.4 SFRP2 inhibiert die Proliferation von humanen Brustzellen 
Nachdem gezeigt war, dass SFRP2 im humanen System eher Eigenschaften eines 
Tumorsuppressorgens, statt eines Onkogens [Lee et al., 2004A,B] zeigt, sollte ein 
tumorsuppressiver Effekt auch in vitro untersucht werden. Dazu wurden benigne MCF10A 
Zellen, welche keine endogene SFRP2 Expression aufweisen, mit einem SFRP2-
Expressionsvektor transfiziert, um anschließend das Proliferationsverhalten bestimmen zu 
können.  
 
 
Abb. 3-18: SFRP2 hemmt die Proliferation von MCF10A Zellen. (A) Die Zellen wurden äquimolar wie folgt 
transfiziert: mit WNT1-Vektor, oder SFRP2-Vektor, oder Leervektor, oder mit je WNT1- und SFRP2-Vektor. Die 
RT-PCR Kontrolle vier Tage nach Transfektion zeigt die gesteigerte Expression der jeweiligen mRNA an. In 
einem Proliferationsassay zeigten WNT1-transfizierte Zellen eine gesteigerte Proliferation gegenüber Leervektor-
transfizierten Zellen. SFRP2-transfizierte Zellen zeigten gegenüber Kontrollzellen zwar nur eine marginale 
Reduktion der Proliferation, deutlicher wird dieser Effekt aber in mit WNT1 ko-transfizierten Zellen; hier 
resultierte SFRP2 Expression in einer deutlichen Reduktion der Proliferation. (B) In einem Colony Formation 
Assay wurden SFRP2-transfizierte und Leervektor-transfizierte MCF10A Zellen ausgesät und 3 Wochen unter 
Selektionsdruck (Geneticin, G418) kultiviert. Als Kontrolle dienten untransfizierte Wildtyp-Zellen (WT) ohne 
Geneticin (-G418) und mit Geneticin (+G418). Zellen, die mit SFRP2-Vektor transfiziert waren zeigten hierbei 
eine signifikante Reduktion des Koloniebildungsvermögens gegenüber Zellen, die mit Leervektor transfiziert 
waren (***, P = 0.045; U-Test; Stabw: 3 Experimente). 
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In Abb. 3-18A ist zu erkennen, dass Zellen die WNT1 über-exprimieren deutlich schneller 
proliferieren als Kontrollzellen, die mit einem Leervektor transfiziert wurden. SFRP2 
exprimierende Zellen wuchsen nur marginal langsamer als die Kontrollzellen. Jedoch war 
der proliferationshemmende Effekt von SFRP2 in den Zellen größer, die mit WNT1 ko-
transfiziert wurden. In dieser Situation war SFRP2 in der Lage, die starke, WNT1-bedingte 
Proliferation dieser Zellen deutlich zu reduzieren. In einem erweiterten Proliferationstest 
(Colony Formation Assay) (Abb. 3-18B) war zu erkennen, dass bei längerer Kultur SFRP2-
transfizierte Zellen deutlich weniger Kolonien ausbilden (6 ± 2.1) als Kontrollzellen (51 ± 
9.3). Der Unterschied im Koloniebildungsvermögen zwischen Kontrollzellen und SFRP2-
transfizierten Zellen war dabei statistisch signifikant (P = 0.045; U-Test). 
 
 
3.3 SFRP5 im humanen Mammakarzinom 
 
SFRP5 wurde ursprünglich in einer Studie isoliert, welche humane Gene identifizierte die 
mit der Apoptose in Zusammenhang stehen [Melkonyan et al., 1997], und konnte später als 
Wnt Inhibitor der SFRP Familie charakterisiert werden [Chang et al., 1999]. Eine Beteiligung 
von SFRP5 in der humanen Tumorgenese wurde bereits für das Kolon- und das 
Magenkarzinom postuliert [Suzuki et al., 2004; Nojima et al., 2007]. Entsprechend war eine 
Rolle von SFRP5 im humanen Mammakarzinom zu untersuchen. 
 
3.3.1 SFRP5 mRNA Expression in humanen Normalgeweben 
Da über die Expression von SFRP5 in normalen Geweben erst wenig bekannt war, wurde 
einleitend SFRP5 mRNA Expression in verschiedenen humanen Organgeweben untersucht, 
für welche z.T. SFRP5 Promotormethylierung beschrieben war. Diese Experimente basierten 
auf kommerzieller (Clontech, Heidelberg) hochreiner PolyA+ mRNA. Abb. 3-19 zeigt, dass 
SFRP5 mRNA besonders stark im Pankreas exprimiert wird (∆CT [GAPDH:SFRP5] = 0.9), 
jedoch deutlich schwächer in Brustgewebe (∆CT = 9.0), Kolon (∆CT = 9.0), Lunge (∆CT = 9.7), 
Prostata (∆CT = 9.8), und im Magen (∆CT = 10.3). In Plazenta (∆CT = 14.1), Schilddrüse (∆CT = 
14.2) und Niere (∆CT = 15.8) wird SFRP5 mRNA nicht exprimiert. 
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Abb. 3-19: SFRP5 mRNA Expression in humanen Geweben. Mittels quantitativer Realtime RT-PCR wurde 
SFRP5 mRNA Expression unter Verwendung hochreiner PolyA+ RNA bestimmt. Die Expression wurde 
normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA Expression und in Relation zur SFRP5 mRNA Expression in 
Brustgewebe gesetzt (= 1). Die Ordinate ist logarithmisch skaliert (Stabw: 3 Experimente). 
 
 
3.3.2 SFRP5 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien 
Als nächstes wurde die SFRP5 mRNA Expression in benignen und malignen Brustzelllinien 
mittels quantitativer Realtime RT-PCR bestimmt. HMEC Zellen zeigten dabei eine höhere 
SFRP5 mRNA Expression als Brustnormalgewebe (Abb. 3-20). In malignen Hs578T Zellen 
war diese Expression vergleichbar hoch wie die SFRP5 mRNA Expression in normaler 
Brust. In allen weiteren untersuchten malignen Zelllinien (MCF7, MDA-MB231, T47D, BT20 
und SKBR3) und in benignen Zelllinien (MCF10A und MCF12A) war die SFRP5 mRNA 
Expression reduziert. 
       
Abb. 3-20: SFRP5 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien. Die quantitative Realtime RT-PCR  in 
Brustzelllinien zeigte einen starken Expressionsverlust in allen malignen Zelllinien außer Hs578T. Die benignen 
Zelllinien MCF10A und MCF12A zeigen ebenfalls SFRP5 mRNA Expressionsverlust. Die Ordinate ist 
logarithmisch skaliert. Die Expression wurde normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA Expression und in 
Relation zur SFRP5 mRNA Expression in normalem Brustgewebe (= 1) gesetzt (Stabw: 3 Experimente). 
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3.3.3 Methylierung des SFRP5 Promotors in humanen Brustzelllinien 
Die bioinformatische Analyse eines SFRP5 Promotorfragments auf Chromosom 10q24 
mittels Methprimer Software [Li und Dahia, 2002], enthalten in Ensembl Contig 
ENSG00000120057, identifizierte eine CpG-Insel nach den stringenten Kriterien von Takai 
und Jones [2002]. In Abb. 3-21A ist die analysierte Promotorregion schematisch dargestellt. 
Die Methylierungsanalyse des SFRP5 Promotors mittels MSP identifizierte 
Promotormethylierung in benignen MCF10A und MCF12A Zellen und in den malignen 
Brustzelllinien BT20, MCF7, MDA-MB231, T47D und ZR75-1, erkennbar an exklusiver 
Amplifikation mit Primern spezifisch für methylierte DNA (Abb. 3-21B). 
 
 
 
 
     
 
Abb. 3-21: Methylierung des SFRP5 Promotors in humanen Brustzelllinien. (A) Identifikation einer CpG-Insel 
im humanen SFRP5 Promotor. Eine ca. 1.6 kb große Sequenz des SFRP5 Locus wurde bioinformatisch analysiert. 
Ausgehend vom Transkriptionsstart (TSS) wurde eine 1 kb Sequenz der 5’-flankierenden Region, sowie das 3’-
angrenzende erste Exon nach Kriterien von Takai und Jones [2002] untersucht. In blau dargstellt sind Bereiche 
erhöhter CpG-Dichte (rote vertikale Striche). Die Region, welche den Transkriptionsstart flankiert, erfüllt die 
geforderten Kriterien und stellt demnach eine valide CpG-Insel dar. Der schwarze Balken skizziert das mittels 
MSP untersuchte Amplikon. (B) Benigne (HMEC, MCF10A und MCF12A) und maligne (BT20, Hs578T, MCF7, 
MDA-MB231, MDA-MB468, SKBR3, T47D und ZR75-1) Brustzelllinien wurden mittels MSP nach Bisulfit-
Konversion genomischer DNA untersucht. In getrennten Reaktionen (U=Verwendung von Primern für 
unmethylierte DNA; M=Verwendung von Primern für methylierte DNA) wurde der Methylierungszustand 
qualitativ bestimmt. NTC, Wasserkontrolle (no template control). 
A 
B 
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In den malignen Linien MDA-MB468 und SKBR3 wurde neben methylierter ebenso 
unmethylierte SFRP5 Promotorsequenz detektiert. Benigne HMEC Zellen und maligne 
Hs578T Zellen zeigten ausschließlich unmethylierte Promotorsequenz, erkennbar an 
exklusiver Amplifikation mit Primern für unmethylierte DNA. In einer bivariaten 
Korrelationsanalyse war der SFRP5 Expressionsunterschied zwischen SFRP5 
unmethylierten und methylierten Brustzelllinien statistisch signifikant (P = 0.043).  
 
3.3.4 SFRP5 mRNA Reexpression nach in vitro DNA Demethylierung 
Nachdem eine Korrelation von SFRP5 mRNA Expressionsverlust mit SFRP5 
Promotormethylierung in Zelllinien gefunden wurde, sollte nun eine funktionelle 
Assoziation dieser beiden Ereignisse untersucht werden. Dazu wurden exemplarisch sieben 
Brustzelllinien (MCF10A, MCF12A, BT20, MCF7, MDA-MB231, SKBR3 und T47D), welche 
keine endogene SFRP5 Expression zeigen, einer DNA demethylierenden Behandlung mittels 
der Reagenzien Aza und TSA ausgesetzt. Die Abb. 3-22A demonstriert, dass die in vitro 
Behandlung in fünf von sieben Zelllinien zur Demethylierung des SFRP5 Promotors führte, 
wohingegen in MCF10A und MCF12A Zellen mittels MSP kein Unterschied festzustellen 
war. Eine starke Induktion der SFRP5 mRNA Expression war in fünf der sieben Zelllinien 
nach der Behandlung mit Aza/TSA erreicht worden (Abb. 3-22B), in MCF10A und MCF12A 
Zellen war dieser Effekt schwächer. Der SFRP5 Expressionsunterschied zwischen 
Brustzelllinien vor Aza/TSA-Behandlung und nach der Behandlung war statistisch 
signifikant (P = 0.006; U-Test). Diese Ergebnisse belegen, dass SFRP5 Promotormethylierung 
funktionell den SFRP5 mRNA Expressionsverlust in humanen Brustzelllinien bedingt. 
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Abb. 3-22: SFRP5 mRNA Reexpression nach in vitro DNA Demethylierung. (A) MSP Ergebnisse von sieben 
Brustzelllinien vor Behandlung (-) und nach Aza/TSA Behandlung (+). In allen Linien außer MCF10A und 
MCF12A Zellen führte die kombinierte Behandlung zur Demethylierung des SFRP5 Promotors. (B) Die 
quantitative Realtime RT-PCR demonstriert, dass die Kombination aus Aza und TSA in der Lage ist, in allen 
Zelllinien die SFRP5 mRNA Expression substanziell zu induzieren, wobei dieser Effekt in MCF10A und 
MCF12A Zellen am schwächsten ausgeprägt ist. Die Ordinate ist logarithmisch skaliert. Die Expression wurde 
normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA Expression und in Relation zur SFRP5 mRNA Expression in 
normalem Brustgewebe (= 1) gesetzt (Stabw: 3 Experimente). 
 
 
3.3.5 Methylierung des SFRP5 Promotors in primären Mammakarzinomen 
Nachdem SFRP5 Promotormethylierung in Brustzelllinien gezeigt werden konnte, wurde 
nun der SFRP5 Promotor an einem Tumorkollektiv bestehend aus 169 primären invasiven 
Mammakarzinomen und 13 gepaarten makroskopisch normalen Brustgeweben bestimmt. 
Die klinische Charakteristik dieses Kollektivs ist in Tab. 2-1 beschrieben. Von 169 Tumoren 
waren 46 Tumore (27%) im SFRP5 Promotor unmethyliert (Abb. 3-23), wohingegen in 123 
Tumoren (73%) SFRP5 Methylierung detektiert werden konnte. Von diesen 123 Tumoren 
war ein Amplifikationssignal für Methylierung bei gleichzeitig starker Amplifikation 
unmethylierter Sequenzen in 56 Fällen (33%) nur schwach erkennbar. In 67 Tumoren (40%) 
war das Methylierungssignal stark, was darauf hinweist, dass in diesen Tumoren, im 
Gegensatz zu Tumoren mit leichtem Methylierungssignal, deutlich mehr Tumorzellen einen 
methylierten SFRP5 Promotor aufweisen. Von 13 untersuchten Brustnormalgeweben war 
SFRP5 Methylierung in keiner Probe nachweisbar. 
 
 
A B
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Abb. 3-23: Methylierung des SFRP5 Promotors in primären invasiven Mammakarzinomen. Dargestellt sind 
vier (#) korrespondierende Probenpaare aus Tumor (T) und Normalgewebe (N), und sechs (#) weitere 
Tumorproben, welche mittels MSP nach Bisulfit-Konversion genomischer DNA untersucht wurden. In 
getrennten Reaktionen (U=Verwendung von Primern für unmethylierte DNA; M=Verwendung von Primern für 
methylierte DNA) wurde der Methylierungszustand qualitativ bestimmt. Hs578T und BT20, 
Mammakarzinomzelllinien; Plac, humanes plazentales Gewebe, Lyc, periphere Blutlymphozyten; NTC, 
Wasserkontrolle (no template control). 
 
 
3.3.6 Herabregulation der SFRP5 mRNA in primären Mammakarzinomen:  
 Korrelation mit SFRP5 Promotormethylierung 
Als nächstes wurde untersucht, ob es neben der frequenten SFRP5 Promotormethylierung in 
primären Mammakarzinomen auch zu einer Herabregulation der SFRP5 mRNA Expression 
kommt. Dazu wurden 13 korrespondierende Gewebeproben aus normaler Brust und 
primärem Mammakarzinom mittels quantitativer Realtime RT-PCR untersucht (Abb. 3-24). 
In acht dieser 13 Gewebepaare (62%) konnte eine signifikante Herabregulation der SFRP5 
mRNA Expression im Tumor (FC > 5), gegenüber dem korrespondierenden Normalgewebe 
festgestellt werden (P = 0.015, t-Test für gepaarte Stichprobe). Da zu diesen Gewebeproben 
der SFRP5 Methylierungs-Status bestimmt und die differenzielle SFRP5 Expression 
signifikant war, konnte eine direkte Korrelationsanalyse durchgeführt werden. In allen acht 
Tumoren, in welchen die SFRP5 mRNA Expression > 5-fach herabreguliert war lag ein 
methylierter SFRP5 Promotor vor, wohingegen die fünf Tumore ohne signifikante SFRP5 
Deregulation einen unmethylierten SFRP5 Promotor zeigten. 
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Abb. 3-24: SFRP5 mRNA Expression in primären invasiven Mammakarzinomen. Von 13 korrespondierenden 
Gewebeproben aus normaler Brust (N, graue Balken) und Mammakarzinomen (T, schwarze Balken) wurde die 
SFRP5 mRNA Expression mittels quantitativer Realtime RT-PCR bestimmt. Die Proben wurden in Relation zur 
SFRP5 mRNA Expression in normalem Brustgewebe  (Clontech; = 1) gesetzt und der Expressionsstärke nach 
geordnet. Acht der Tumore (Pfeile) zeigten eine drastische Herabregulation der SFRP5 mRNA Expression 
verglichen zum korrespondierenden Normalgewebe > FC 2. Die Ordinate ist logarithmisch skaliert. Die 
Expression wurde normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA Expression (Stabw: 3 Experimente). 
 
 
Für die Korrelationsanalyse wurde der mediane fold change (FC) zwischen Tumor und 
Normalgewebe nach dem Methylierungszustand der Tumore gruppiert. Abb. 3-25 
verdeutlicht diesen Zusammenhang. Unmethylierte Tumore zeigten einen medianen FC von 
1.2, wohingegen methylierte Tumore einen medianen FC von 174.2 zeigten. Der Unterschied 
des FC zwischen diesen beiden Gruppen erwies sich als statistisch signifikant (P = 0.003, U-
Test). 
 
 
     
 
Abb. 3-25: Korrelation der SFRP5 Methylierung und SFRP5 mRNA Expression in primären invasiven 
Mammakarzinomen. Dargestellt ist der mediane FC der SFRP5 mRNA Expression, welcher sich aus der 
korrespondierenden SFRP5 Expression von Tumoren und Normalgeweben ergibt, gruppiert in den SFRP5 
Methylierungszustand der Tumore. Unmethylierte Tumore (TU) zeigten median einen FC von 1.2, methylierte 
Tumore (TM) hingegen zeigten einen medianen FC von 174.2, d.h. eine etwa 174-fache Herabregulation der 
SFRP5 Expression in Tumoren. 
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3.3.7 Induzierbarkeit der SFRP5 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien 
Von den untersuchten Wnt Antagonisten der SFRP Familie erwies sich SFRP5 in dieser 
Arbeit als am schwächsten exprimiert in normalem Brustgewebe, und darüber hinaus 
schwach bis nicht exprimiert in weiteren humanen Geweben. Daher stellte sich die Frage, ob 
ein Molekül, welches im nicht-malignen Gewebe nur schwach exprimiert ist, durch einen 
Methylierungs-assoziierten Expressionsverlust im Tumor tatsächlich einen Vorteil für 
dessen Wachstum/Progression besitzt. Um dieser Frage nachzugehen wurden Hs578T 
Zellen, welche eine vergleichbare SFRP5 mRNA Expression wie normales Brustgewebe 
zeigten, verschiedenen Stimuli ausgesetzt und anschließend die SFRP1-, SFRP2- und SFRP5 
mRNA Expression bestimmt. Ein onkogener Wnt Stimulus wurde durch transiente 
Transfektion der Zellen mit einem WNT1-Expressionsvektor erzeugt. Ein weiterer Wnt 
Stimulus wurde durch die Inkubation der Zellen mit LiCl erzeugt. LiCl ist ein selektiver 
Inhibitor des Enzyms GSK-3β und ist in der Lage, eine Aktivierung des Wnt Signalweges 
abwärts der Rezeptorereignisse durch Stabilisierung von β-Catenin zu simulieren 
[Stambolic et al., 1996]. Als drittes wurden die Zellen mit EGF stimuliert, von welchem 
bekannt ist, dass dieses eine β-Catenin-TCF/LEF vermittelte Transkriptionsaktivierung von 
Zielgenen in Tumorzellen auslöst. Interessanterweise geschieht dies ohne die Inhibierung 
von GSK-3β [Lu et al., 2003]. 
In Abb. 3-26 ist die SFRP1-, SFRP2-, und SFRP5 mRNA Expression von Hs578T Zellen vor 
und nach diesen Stimuli dargestellt. Es ist zu erkennen, dass durch einen ektopischen Wnt 
Stimulus, im Gegensatz zum Kontrollstimulus durch Leervektor-Transfektion, die SFRP1- 
und SFRP2 Expression nicht signifikant verändert war (< FC2), die SFRP5 Expression jedoch 
5-fach induziert wurde. Analog dazu war die SFRP1- und SFRP2 Expressionsinduktion 
dieser Zellen nach Inkubation mit LiCl nicht substanziell (< FC2), im Gegensatz zu SFRP5, 
welches durch 1 mM LiCl 11-fach, und 28-fach durch 10 mM LiCl induziert wurde. 
Vergleichbar zeigte sich ein dosisabhängiger Effekt durch die Stimulation mit EGF: 
Während sich die mRNA Expression von SFRP1 und SFRP2 nicht oberhalb eines FC2 
änderte, stieg die SFRP5 Expression durch die Zugabe von 2 ng/ml EGF 14-fach an, und 
durch die Zugabe von 20 ng/ml EGF 21-fach an. 
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Abb. 3-26: SFRP5 mRNA Expression nach verschiedenen onkogenen Stimuli. Hs578T Zellen wurden entweder 
mit WNT1- oder Leervektor transfiziert, mit NaCl oder LiCl stimuliert, oder mit EGF stimuliert. Nach 4 Tagen 
wurde die RNA präpariert und die SFRP1-, SFRP2- und SFRP5 mRNA Expression mittels Realtime RT-PCR 
bestimmt. Während alle Stimulationsarten keine substanzielle Expressionsänderung von SFRP1 und SFRP2 
bedingten (> FC2), war SFRP5 mRNA Expression deutlich induzierbar. Angegebene Werte stellen den FC der 
Induktion dar. Die Expression wurde normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA Expression und in Relation zur 
SFRP1 mRNA Expression in Vektor-transfizierten Zellen (= 1) gesetzt (Stabw: 3 Experimente). Nur Werte > FC2 
sind als Zahl gezeigt. 
 
 
Diese Ergebnisse führten zu der Annahme, dass die basale Expression von SFRP2 in diesen 
Zellen ca. 4-fach stärker ist, als die Expression von SFRP1, jedoch ca. 40-fach stärker als die 
Expression von SFRP5. Die Exposition onkogener Stimuli induzierte einen starken Anstieg 
der SFRP5 mRNA Expression, die im Anschluss vergleichbar hoch war wie die mRNA 
Expression von SFRP1 und SFRP2. Demnach stellt SFRP5 im humanen Brustgewebe einen 
Wnt Antagonisten dar, dessen tumorprotektive Wirkung möglicherweise erst durch einen 
onkogenen Stimulus zum Tragen kommt. 
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3.4 WIF1 im humanen Mammakarzinom 
 
Eine Beteiligung von aberranter WIF1 Methylierung an der Entstehung des humanen 
Mammakarzinoms wurde bereits früher beschrieben [Ai et al., 2006]. Diese Studie zeigte, 
dass viele maligne Brustzelllinien einen methylierten WIF1 Promotor tragen, was zu einem 
Verlust der WIF1 mRNA Expression führte. Eine in vitro Demethylierung des WIF1 
Promotors resultierte in der Reexpression des Gens, und in primären Mammakarzinomen 
wurde eine WIF1 Methylierungsfrequenz von 67% (n=24) detektiert. Demnach sollte in der 
vorliegenden Arbeit die WIF1 Methylierungsfrequenz an einem großen Kollektiv primärer 
Mammakarzinome untersucht werden, um diese Befunde später in Korrelationsanalysen 
mit klinischen Daten und Überlebensdaten auszuwerten. 
 
 Die bioinformatische Analyse eines WIF1 Promotorfragments auf Chromosom 12q14 mittels 
Methprimer Software [Li und Dahia, 2002], enthalten in Ensembl Contig ENSG00000156076, 
identifizierte eine CpG-Insel nach den stringenten Kriterien von Takai und Jones [2002]. In 
Abb. 3-27A ist schematisch die analysierte Promotorregion dargestellt. Methylierung des 
WIF1 Promotors wurde mittels MSP an einem Tumorkollektiv bestehend aus 170 primären 
invasiven Mammakarzinomen und zehn korrespondierenden Brustnormalgeweben 
bestimmt. Die klinische Charakteristik dieses Kollektivs ist in Tab. 2-1 beschrieben. Von 170 
Tumoren waren 65 Tumore (38%) im WIF1 Promotor unmethyliert (Abb. 3-27B), 
wohingegen in 105 Tumoren (62%)  WIF1 Methylierung detektiert werden konnte. Von 
diesen 105 Tumoren war das Amplifikationssignal der MSP für methylierte DNA bei 
gleichzeitig starker Amplifikation unmethylierter Sequenzen in 42 Fällen (25%) nur schwach 
erkennbar. In 63 Tumoren (37%) war das Methylierungssignal stark, was darauf hinweist 
dass in diesen Tumoren, im Gegensatz zu Tumoren mit leichtem Methylierungssignal, 
deutlich mehr Tumorzellen einen methylierten WIF1 Promotor aufweisen. In keinem der 
Brustnormalgewebe konnte WIF1 Methylierung detektiert werden. Insgesamt konnte die 
berichtete WIF1 Methylierungsfrequenz im humanen Mammakarzinom von Ai et al. [2006] 
(67%; n=24) in der vorliegenden Studie an einer großen Fallzahl (62%; n=170) bestätigt 
werden. 
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Abb. 3-27: Methylierung des WIF1 Promotors in primären invasiven Mammakarzinomen. (A) Identifikation 
einer CpG-Insel im humanen WIF1 Promotor. Eine ca. 1.2 kb große Sequenz des WIF1 Locus wurde 
bioinformatisch analysiert. Ausgehend vom Transkriptionsstart (TSS) wurde eine 1 kb Sequenz der 5’-
flankierenden Region sowie das 3’-angrenzende erste Exon nach Kriterien von Takai und Jones [2002] 
untersucht. In blau dargstellt sind Bereiche erhöhter CpG-Dichte (rote vertikale Striche). Die Region, welche den 
Transkriptionsstart flankiert, erfüllt die geforderten Kriterien und stellt demnach eine valide CpG-Insel dar. Der 
schwarze Balken skizziert das mittels MSP untersuchte Amplikon. (B) Dargestellt sind sechs Tumorproben (#), 
welche nach Bisulfit-Konversion genomischer DNA untersucht wurden. In getrennten Reaktionen 
(U=Verwendung von Primern für unmethylierte DNA; M=Verwendung von Primern für methylierte DNA) 
wurde der Methylierungszustand qualitativ bestimmt. Lyc, periphere Blutlymphozyten (Positivkontrolle für 
unmethylierte DNA); BT20, Mammakarzinomzelllinie (Positivkontrolle für methylierte DNA); H2O, 
Wasserkontrolle. 
 
 
3.5 DKK3 im humanen Mammakarzinom 
 
Im Vergleich zu den bislang untersuchten Wnt Antagonisten SFRP1, SFRP2, SFRP5 und 
WIF1 übt DKK3 seine Funktion nicht inhibierend auf den kanonischen Wnt/β-Catenin Weg 
aus, sondern wahrscheinlich auf einen nicht-kanonischen Arm des Wnt Signalwegs, den 
sog. Planar Cell Polarity (PCP) Signalweg. Über den PCP Signalweg werden wichtige 
zelluläre Eigenschaften, wie Adhäsion, Motilität und v.a. Zellpolarität reguliert [Henderson 
et al., 2006], weshalb eine Disruption dieses Signalweges eine Tumorentstehung begünstigen 
könnte. In verschiedenen Neoplasien wurde eine epigenetische Inaktivierung von DKK3 
durch Promotormethylierung bereits beobachtet, so z.B. im Karzinom der Lunge [Nozaki et 
al., 2001], der Prostata [Kawano et al., 2006] und des Magens [Sato et al., 2007]. Im malignen 
Melanom hingegen konnte ein gefundener DKK3 Expressionsverlust nicht durch 
Promotormethylierung erklärt werden [Kuphal et al., 2006]. Eine Implikation von DKK3 im 
A 
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humanen Mammakarzinom war bislang nicht bekannt und daher im Folgenden zu 
untersuchen. 
 
3.5.1 DKK3 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien 
Um eine mögliche Rolle von DKK3 bei der Entstehung/Progression des humanen 
Mammakarzinoms zu untersuchen, wurde einleitend der DKK3 mRNA Expressions-Status 
benigner und maligner Brustzelllinien mittels Realtime RT-PCR bestimmt. In Abb. 3-28 ist 
zu erkennen, dass benigne HMEC und MCF12A Zellen DKK3 mRNA vergleichbar hoch 
exprimieren wie humanes Plazenta-Gewebe, von welchem bekannt ist dass es DKK3 
abundant exprimiert [Urakami et al., 2006B]. Vergleichbar hoch war die DKK3 Expression in 
malignen Hs578T und SKBR3 Zellen. In allen anderen untersuchten malignen 
Brustzelllinien (BT20, MCF7, MDA-MB231, T47D und ZR75-1) war die DKK3 mRNA 
Expression jedoch substanziell reduziert. 
 
               
Abb. 3-28: DKK3 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien. Die Realtime RT-PCR in Brustzelllinien zeigt 
starke DKK3 mRNA Expression in benignen HMEC und MCF12A Zellen sowie in malignen Hs578T und SKBR3 
Zellen. Die Expression ist dabei vergleichbar zur DKK3 mRNA Expression in humaner Plazenta (= 1), für welche 
starke DKK3 Expression bereits gezeigt wurde [Urakami et al., 2006B]. Die malignen Brustzelllinien BT20, MCF7, 
MDA-MB231, T47D und ZR75-1 zeigen einen starken DKK3 mRNA Expressionsverlust. Die Expression wurde 
normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA Expression und in Relation zur DKK3 mRNA Expression in humaner 
Plazenta (= 1) gesetzt (Stabw: 3 Experimente). 
 
 
3.5.2 Methylierung des DKK3 Promotors in humanen Brustzelllinien 
Die bioinformatische Analyse eines DKK3 Promotorfragments auf Chromosom 11p15 
mittels Methprimer Software [Li und Dahia, 2002], enthalten in Ensembl Contig 
ENSG00000050165, identifizierte zwei CpG-Inseln nach den stringenten Kriterien von Takai 
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und Jones [2002]. In Abb. 3-29A ist die analysierte Promotorregion schematisch dargestellt. 
Eine Besonderheit des humanen DKK3 Gens gegenüber anderen in dieser Arbeit 
untersuchten Genen liegt darin, dass zusätzlich zu diversen Splice-Varianten mindestens 
zwei alternative – möglicherweise Gewebe-abhängige - Primärtranskripte des Gens 
existieren, welche durch zwei verschiedene Promotoren reguliert werden [Kobayashi et al., 
2002]. Da die ersten beiden Exons des DKK3 Gens variabel transkribiert werden, wurde die 
Methylierungsanalyse im zweiten Gen-Promotor durchgeführt, welcher die Transkription 
beginnend mit Exon 3 reguliert.  
 
 
 
      
 
Abb. 3-29: Methylierung des DKK3 Promotors in humanen Brustzelllinien. (A) Identifikation von zwei CpG-
Inseln im humanen DKK3 Promotor. Eine ca. 2 kb Sequenz des DKK3 Locus wurde bioinformatisch analysiert. 
Für DKK3 existieren zwei Promotoren, welche Transkription an alternativen Startstellen initiieren (TSS-1 und 
TSS-2). Ausgehend von TSS1 wurde eine 1 kb Sequenz der 5’-flankierenden Region, sowie die 3’-angrenzenden 
ersten drei Exons nach Kriterien von Takai und Jones [2002] untersucht. In blau dargstellt sind Bereiche erhöhter 
CpG-Dichte (rote vertikale Striche). Die Regionen, welche die TSS flankieren, erfüllen die geforderten Kriterien 
und stellen demnach valide CpG-Inseln dar. Der schwarze Balken skizziert das mittels MSP untersuchte 
Amplikon. (B) Humane Plazenta sowie benigne (HMEC und MCF12A) und maligne (Hs578T, SKBR3, BT20, 
MCF7, MDA-MB231, T47D und ZR75-1) Brustzelllinien wurden mittels MSP nach Bisulfit-Konversion 
genomischer DNA untersucht. In getrennten Reaktionen (U=Verwendung von Primern für unmethylierte DNA; 
M=Verwendung von Primern für methylierte DNA) wurde der Methylierungszustand qualitativ bestimmt. 
UUD, universale unmethylierte DNA (Epitect Control DNA, Qiagen); UMD, universale methylierte DNA 
(Epitect Control DNA, Qiagen); NTC, Wasserkontrolle (no template control). 
 
A 
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Die anschließende Methylierungsanalyse mittels MSP identifizierte DKK3 
Promotormethylierung in den malignen Brustzelllinien BT20, MCF7, MDA-MB231, T47D 
und ZR75-1 (Abb. 3-29B). Dabei zeigten alle malignen Zelllinien auch schwache bis starke 
Anteile unmethylierter DKK3 Promotorsequenz, welches am deutlichsten in T47D Zellen 
war. Die benignen Zelllinien HMEC und MCF12A sowie die malignen Zelllinien Hs578T 
und SKBR3 zeigten ausschließlich unmethylierte DKK3 Promotorsequenzen. In einer 
anschließenden bivariaten Korrelationsanalyse war der DKK3 mRNA 
Expressionsunterschied zwischen DKK3 unmethylierten und DKK3 methylierten 
Brustzelllinien statistisch signifikant (P < 0.001). 
 
3.5.3 DKK3 mRNA Reexpression nach in vitro DNA Demethylierung 
Nachdem eine Korrelation von DKK3 mRNA Expressionsverlust mit DKK3 
Promotormethylierung in Brustzelllinien statistisch gezeigt werden konnte, sollte nun eine 
funktionelle Assoziation dieser beiden Ereignisse untersucht werden. Dazu wurden 
exemplarisch sieben Brustzelllinien (MCF12A, SKBR3, BT20, MCF7, MDA-MB231, T47D 
und ZR75-1) einer DNA demethylierenden Behandlung mittels der Reagenzien Aza und 
TSA unterzogen. In Abb. 3-30A ist demonstriert, dass die in vitro Behandlung in allen 
Zelllinien, welche DKK3 Promotormethylierung zeigten, zur Demethylierung des DKK3 
Promotors führte. In unmethylierten MCF12A und SKBR3 Zellen war mittels MSP nach der 
Behandlung kein Unterschied detektierbar. Eine starke Induktion der DKK3 mRNA 
Expression konnte in allen fünf methylierten Zelllinien nach der Behandlung mit Aza/TSA 
erzielt werden (Abb. 3-30B). Diese Induktion betrug 11-fach in BT20, 5-fach in MCF7, 29-fach 
in MDA-MB231, 8-fach in T47D und 17-fach in ZR75-1 Zellen. Diese Ergebnisse belegen, 
dass eine DKK3 Promotormethylierung den DKK3 mRNA Expressionsverlust in humanen 
Brustzelllinien funktionell bedingt. 
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Abb. 3-30: DKK3 mRNA Reexpression nach in vitro DNA Demethylierung. (A) DKK3 MSP von sieben 
Brustzelllinien vor Behandlung (-) und nach Behandlung mit Aza/TSA (+). In allen Linien, die DKK3 
Promotormethylierung zeigen, führte die kombinierte Behandlung zur Demethylierung des DKK3 Promotors. 
(B) Die RT-PCR demonstriert, dass die Kombination aus Aza und TSA in der Lage ist, in allen DKK3 
methylierten Zelllinien die DKK3 mRNA Expression substanziell zu induzieren. GAPDH Expression wurde als 
cDNA-Ladekontrolle der PCR mitbestimmt. Der Grad der Induktion wurde mittels Realtime RT-PCR 
quantifiziert. 
 
 
3.5.4 Methylierung des DKK3 Promotors in primären Mammakarzinomen 
Nachdem DKK3 Promotormethylierung in Brustzelllinien gezeigt war, wurde nun der DKK3 
Promotor mittels MSP an einem Tumorkollektiv bestehend aus 176 primären invasiven 
Mammakarzinomen und 19 gepaarten makroskopisch normalen Brustgeweben bestimmt. 
Die klinische Charakteristik dieses Kollektivs ist in Tab. 2-1 beschrieben. Von 176 Tumoren 
waren 69 Tumore (39%) im DKK3 Promotor unmethyliert (Abb. 3-31), wohingegen in 107 
Tumoren (61%) DKK3 Methylierung detektiert werden konnte.  
 
  
Abb. 3-31: Methylierung des DKK3 Promotors in primären invasiven Mammakarzinomen. Dargestellt sind 10 
(#) korrespondierende Probenpaare aus Tumor (T) und Normalgewebe (N), welche mittels MSP nach Bisulfit-
Konversion genomischer DNA untersucht wurden. In getrennten Reaktionen (U=Verwendung von Primern für 
unmethylierte DNA; M=Verwendung von Primern für methylierte DNA) wurde der Methylierungszustand 
qualitativ bestimmt. Plc, humanes plazentales Gewebe, BT20, maligne Mammakarzinomzelllinie; Lyc, periphere 
Blutlymphozyten; NTC, Wasserkontrolle (no template control). 
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Von diesen 107 Tumoren war das Amplifikationssignal der MSP für Methylierung bei 
gleichzeitig starker Amplifikation unmethylierter Sequenzen in 47 Fällen (27%) nur schwach 
erkennbar. In 60 Tumoren (34%) war das Methylierungssignal stark, was darauf hinweist, 
dass in diesen Tumoren, im Gegensatz zu Tumoren mit leichtem Methylierungssignal, 
deutlich mehr Tumorzellen einen methylierten DKK3 Promotor aufweisen. Von 19 
untersuchten Brustnormalgeweben war DKK3 Methylierung in keiner Probe nachweisbar. 
 
3.5.4 Herabregulation der DKK3 mRNA in primären Mammakarzinomen:  
 Korrelation mit DKK3 Promotormethylierung 
In Brustzelllinien konnte eine signifikante Assoziation von DKK3 mRNA Expressionsverlust 
mit DKK3 Promotormethylierung gezeigt werden. Dieser Zusammenhang sollte im 
Folgenden auch in primären Tumoren der Brust untersucht werden. Zu diesem Zweck 
wurden zuerst 19 korrespondierende Probenpaare aus Brustnormalgewebe und primärem 
Mammakarzinom mittels Realtime RT-PCR auf ihren DKK3 mRNA Expressions-Status hin 
untersucht. In 14 dieser Paare (74%) konnte eine signifikante Herabregulation  > FC2 im 
Tumor festgestellt werden (Abb. 3-32A). Um diesen Datensatz zu vergrößern wurden 
zusätzlich 40 weitere Mammakarzinom-Proben analysiert und die jeweilige DKK3 mRNA 
Expression auf die mediane Expression aller zuvor ermittelten Normalgewebe bezogen (= 
1).  
 
    
Abb. 3-32: DKK3 mRNA Expression in primären invasiven Mammakarzinomen. (A) Von 19 
korrespondierenden Gewebepaaren aus normaler Brust (graue Balken) und primären invasivem Mammatumor 
(schwarze Balken) wurde die DKK3 mRNA Expression mittels quantitativer Realtime RT-PCR bestimmt. Die 
Proben wurden der Expressionsstärke der Normalgewebe nach geordnet. Von den Tumoren zeigten 14 (74%) 
eine Herabregulation der DKK3 mRNA Expression verglichen zum korrespondierenden Normalgewebe > FC 2. 
(B) Realtime RT-PCR der DKK3 mRNA Expression in 40 primären Mammakarzinomen. Die Expression wurde 
normiert auf die mediane Expression der 19 Brustnormalgewebe aus A (= 1) und der Expressionsstärke nach 
geordnet. Von den Tumoren zeigten 27 (68%) eine Herabregulation von > FC2 verglichen zur medianen 
Normalgewebeexpression (schwarze Balken) im Gegensatz zu 13 Tumoren (32%), die keine Herabregulation 
jenseits dieser Schranke zeigten (graue Balken). Die Ordinate ist logarithmisch skaliert. T, Tumor, N, 
Normalgewebe. 
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In Abb. 3-32B ist zu erkennen, dass von diesem Kollektiv 27 Proben (68%) eine signifikante 
(> FC2) Herabregulation von DKK3 mRNA zeigten. Damit beträgt die Gesamtfrequenz 
eines DKK3 mRNA Expressionsverlust im Mammakarzinom ca. 70%. 
Da der Promotormethylierungs-Status in diesen 59 Tumoren und 19 Normalgeweben 
bereits bestimmt war, konnte eine direkte Korrelationsanalyse durchgeführt werden. Dazu 
wurden die Expressionswerte der Normalgewebe, der unmethylierten und der methylierten 
Tumore miteinander verglichen (Abb. 3-33). Dabei war DKK3 mRNA Expression im 
Normalgewebe (= 1) im Vergleich zur Expression unmethylierter Tumore (FC = 1.2) nicht 
signifikant unterschiedlich. Sowohl der Expressionsunterschied zwischen Normalgeweben 
und DKK3 methylierten Tumoren, als auch der Expressionsunterschied zwischen 
unmethylierten und DKK3 methylierten Tumoren war statistisch signifikant (je P < 0.001; U-
Test), was mittels eines globalen Kruskal-Wallis-Test bestätigt wurde (P < 0.001). 
 
                                         
Abb. 3-33: Korrelation der DKK3 Methylierung und DKK3 mRNA Expression in primären 
Mammakarzinomen. In dieser Boxplotanalyse ist die DKK3 mRNA Expression der Brustnormalgewebe (Median 
= 1) im Verhältnis zur DKK3 Expression unmethylierter Tumore und DKK3 methylierter Tumore dargestellt. 
Dabei ist die Expression der methylierten Tumore sowohl von der Expression der Normalgewebe, als auch von 
der Expression der unmethylierten Tumore signifikant unterschiedlich (globales P < 0.001, Kruskal-Wallis-Test). 
 
 
3.5.6 Herabregulation der DKK3 Proteinexpression in primären Mammakarzinomen 
An einem Kollektiv aus 8 Brustnormalgeweben und 16 invasiven Mammakarzinomen 
wurde die DKK3 Proteinexpression immunhistochemisch untersucht. DKK3 Protein war 
abundant exprimiert in basalen und luminalen Epithelzellen der normalen Brust (Abb. 3-34), 
und erreichte einen mittleren IRS von 11.3 ± 1.4 und einen medianen IRS = 12.  In 
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Stromazellen war DKK3 Protein nicht exprimiert. In den Brusttumoren war die DKK3 
Expression in vier Fällen (25%) abundant (IRS = 9-12), in sieben Tumoren (44%) reduziert 
(IRS = 4-8) und in fünf Tumoren (31%) gänzlich verloren (IRS = 0-3). Die mittlere Expression 
der Tumore betrug IRS = 5.9 ± 3.3 und die mediane Expression IRS = 6. Der 
Expressionsunterschied zwischen den Gruppen der Normalgewebe und der Tumore war 
statistisch signifikant (P = 0.002; t-Test). Da in einigen dieser Tumorproben der DKK3 
Promotormethylierungs-Status bestimmt worden war, konnte dieser direkt mit der DKK3 
Proteinexpression verglichen werden. Dabei war eine niedrige Proteinexpression (als 
kontinuierliche Variable) signifikant mit DKK3 Promotormethylierung assoziiert (P = 0.001, 
Fishers Exakt-Test). Diese Ergebnisse sind in Tab. 3-4 zusammengefasst. 
 
Tab. 3-4: DKK3 Proteinexpression in 16 Mammakarzinomen und 8 Brustnormalgeweben. 
 
Alter Größe
a 
(pT) 
Nodal-
Statusa 
(pN) 
Grad Histologie ÖRb PRb DKK3 Methylierung 
DKK3 
IRS 
Tumorc 
DKK3  
IRS 
Normald 
49 1 0 3 IDC      - - - 9 12 
85 2 1 3 IDC      - - n.b. 3 n.b. 
69 2 1 2 ILC      - - - 9 12 
82 3 1 3 IDC      - - + 6 n.b. 
45 1 1 3 IDC      - - + 4 12 
60 3 0 3 IDC      - - n.b. 8 n.b. 
61 1 0 3 IDC      - - + 0 n.b. 
72 1 0 2 IDC      - - n.b. 4 n.b. 
44 1 1 3 IDC      - - - 12 12 
86 2 n.b. 3 IDC      - - - 8 n.b. 
60 1 1 3 IDC      + - + 2 9 
66 1 0 2 IDC      + + + 3 n.b. 
54 2 0 3 IDC      + - + 6 12 
83 1 0 2 IDC      + + - 9 n.b. 
79 2 0 3 IDC      + + - 8 12 
62 4 1 3 IDC      + - + 3 9 
 
aUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind et al. [2002] mit pN0 = nodal-negativ und pN1 = nodal-positiv. 
bBewertung nach Remmele and Stegner [1987]. cBewertung nach Remmele and Stegner [1987] als kontinuierliche 
Variable. dKorrespondierendes Brustnormalgewebe. IRS, Immunreaktivitäts Score; IDC, invasiv-duktales 
Karzinom; ILC, invasiv-lobuläres Karzinom; n.b., nicht bestimmt; ÖR, Östrogenrezeptor-Status; PR, 
Progesteronrezeptor-Status. 
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Abb. 3-34: DKK3 Proteinexpression im humanen Mammakarzinom. (A) In der immunhistochemischen 
Analyse wurde der Primärantikörper nicht appliziert (Negativkontrolle). (B) Brustnormalgewebe mit abundanter 
DKK3 Proteinexpression (IRS = 12). (C) Invasiv-duktales Karzinom mit unmethyliertem DKK3 Promotor und 
starker DKK3 Proteinexpression (IRS = 9). (D) Vergrößerung dieses Tumors. (E) Invasiv-duktales Karzinom mit 
methyliertem DKK3 Promotor und reduzierter DKK3 Proteinexpression (IRS = 4). (F) Vergrößerung dieses 
Tumors. (G) Invasiv-duktales Karzinom mit methyliertem DKK3 Promotor und vollständigem Verlust der DKK3 
Proteinexpression (IRS = 0). (H) Vergrößerung dieses Tumors. Vergrößerungen: A, B: 100x; C, E, G: 200x; D, F, H: 
600x. 
 
 
3.6 ITIH5 im humanen Mammakarzinom 
 
ITIH5 wurde von unserer Gruppe mittels eines bioinformatischen Verfahrens zur Analyse 
von EST-Datenbanken [Schmitt et al., 1999] als neues Mitglied der ITIH Genfamilie 
identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass ITIH5 mRNA in humaner Plazenta und in 
Brustnormalgewebe stark exprimiert war, diese Expression jedoch in einer Vielzahl 
primärer Mammakarzinome herabreguliert wird [Himmelfarb et al., 2004]. In einer 
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anschließenden systematischen Expressionsanalyse aller ITIH Gene in verschiedenen 
humanen soliden Tumorentitäten wurde der frequente Verlust von ITIH5 mRNA im 
Mammakarzinom bestätigt (52%, n=50) [Hamm et al., 2008]. Ziel war es daher, im 
Folgenden den gefundenen Expressionsverlust von ITIH5 im Mammakarzinom genauer zu 
charakterisieren. 
 
3.6.1 ITIH5 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien 
Einleitend wurde die ITIH5 mRNA Expression in benignen und malignen Brustzelllinien 
mittels RT-PCR bestimmt. Wie in Abb. 3-35 zu erkennen ist exprimieren benigne MCF12A 
und maligne Hs578T Zellen ITIH5 mRNA abundant. In den malignen Zelllinien BT20, 
MCF7, SKBR3 und T47D war jedoch keine ITIH5 mRNA nachweisbar. 
 
           
Abb. 3-35: ITIH5 mRNA Expression in humanen Brustzelllinien. Die RT-PCR zeigt, dass ITIH5 mRNA in 
benignen MCF12A und in malignen Hs578T Zellen stark exprimiert wird, jedoch in den malignen Zelllinien 
BT20, MCF7, SKBR3 und T47D nicht nachzuweisen ist. GAPDH Expression wurde als cDNA-Ladekontrolle der 
PCR mitbestimmt. 
 
 
3.6.2 Methylierung des ITIH5 Promotors in humanen Brustzelllinien 
Die bioinformatische Analyse eines ITIH5 Promotorfragments auf Chromosom 10p15 mittels 
Methprimer Software [Li und Dahia, 2002], enthalten in Ensembl Contig ENSG00000123243, 
identifizierte eine CpG-Insel nach den stringenten Kriterien von Takai und Jones [2002]. In 
Abb. 3-36A ist die analysierte Promotorregion schematisch dargestellt. Da eine Etablierung 
spezifischer MSP-Primer in der favorisierten Region proximal des Transkriptionsstarts nicht 
möglich war, wurde für die Methylierungsanalyse eine Promotorregion gewählt, in welcher 
essenzielle Transkriptionsfaktor-Bindestellen lokalisiert sind. Sollte im Falle einer dort 
vorkommenden CpG-Methylierung die Bindung dieser Faktoren verhindert werden, so 
sollte erwartungsgemäß auch die RNA-Transkription des Gens inhibiert sein. Die ITIH5 
Promotoranalyse mittels Genomatix Software ergab, dass im Promotorbereich zwischen -
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1000 bis -800, relativ zum Transkriptionsstart, solche essenziellen Transkriptionsfaktor-
Bindestellen liegen. Daher wurden entsprechende MSP Primer für diese Region entworfen. 
 
 
Abb. 3-36: Schema der analysierten ITIH5 Promotorregion. Identifikation einer CpG-Insel im humanen ITIH5 
Promotor. Eine ca. 1.2 kb große Sequenz des ITIH5 Locus wurde bioinformatisch analysiert. Ausgehend vom 
Transkriptionsstart (TSS) wurde eine 1 kb Sequenz der 5’-flankierenden Region, sowie das 3’-angrenzende erste 
Exon nach Kriterien von Takai und Jones [2002] untersucht. In blau dargstellt sind Bereiche erhöhter CpG-Dichte 
(rote vertikale Striche). Die Region, welche den Transkriptionsstart flankiert, erfüllt die geforderten Kriterien und 
stellt demnach eine valide CpG-Insel dar. Positionen sind relativ zum Transkriptionsstart angegeben. Im unteren 
Bildbereich ist der mittels MSP analysierte Bereich skizziert. Ca. 800 bp bis 1000 bp stromaufwärts sind 
Bindestellen für essenzielle Transkriptionsfaktoren lokalisiert (A: CCAT/enhancer-binding-protein; B: MYC-
MAX; C: GC-Box Element). Der schwarze Balken skizziert das mittels MSP untersuchte Amplikon. UTR, 
untranslatierte Region; CDS, kodierende Sequenz (coding sequence). 
 
 
Es wurde der ITIH5 Promotor auf Methylierung in den Brustzelllinien BT20, MCF7, SKBR3, 
T47D, MDA-MB231, Hs578T und MCF12A untersucht (Abb. 3-37). Die Ergebnisse zeigten, 
dass in den malignen Zelllinien BT20, MCF7, SKBR3, T47D und MDA-MB231 methylierte 
ITIH5 Allele vorliegen, erkennbar an einer Bande in der Reaktion mit Primern spezifisch für 
methylierte DNA. Hs578T und MCF12A Zellen wiesen eine exklusive Bande in der Reaktion 
mit Primern spezifisch für unmethylierte DNA auf. Demnach lag in diesen Zellen keine 
Methylierung des ITIH5 Promotors vor und es ergab sich eine Übereinstimmung von ITIH5 
Methylierung und ITIH5 mRNA Expressionsverlust. In partiell methylierten Zelllinien 
wurde keine ITIH5 mRNA von unmethylierten ITIH5 Allelen transkribiert. 
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Abb. 3-37: Methylierung des ITIH5 Promotors in humanen Brustzelllinien. Benigne (MCF12A) und maligne 
(BT20, MCF7, SKBR3, T47D, MDA-MB231 und HS578T) Brustzelllinien wurden mittels MSP nach Bisulfit-
Konversion genomischer DNA untersucht. In getrennten Reaktionen (U=Verwendung von Primern für 
unmethylierte DNA; M=Verwendung von Primern für methylierte DNA) wurde der Methylierungszustand 
qualitativ bestimmt. Die Zelllinien HS578T und MCF12A zeigten dabei eine unmethylierte, maligne Zelllinien 
zeigten methylierte sowie unmethylierte DNA im analysierten Promotorfragment. 
. 
 
3.6.3 ITIH5 mRNA Reexpression nach in vitro DNA Demethylierung 
Nachdem eine Korrelation von ITIH5 mRNA Expressionsverlust mit ITIH5 
Promotormethylierung gezeigt werden konnte, sollte nun eine direkte funktionelle 
Assoziation dieser beiden Ereignisse untersucht werden. Dazu wurden exemplarisch vier 
maligne Brustzelllinien (BT20, MCF7, SKBR3 und T47D), welche keine endogene ITIH5 
Expression zeigen, einer DNA demethylierenden Behandlung mittels der Reagenzien Aza 
und TSA ausgesetzt. In Abb. 3-38A und 3-38B ist demonstriert, dass die in vitro DNA 
Demethylierung in allen vier Zelllinien eine signifikante Induktion der ITIH5 mRNA 
Expression bedingte (P = 0.014; U-Test). Die Induktion der ITIH5 Expression nach 
Behandlung mit Aza/TSA war, jeweils bezogen auf die basale Expression der 
Kontrollzellen, in BT20 14-fach, in MCF7 51-fach, in SKBR3 11-fach und in T47D 27-fach. 
Diese Ergebnisse belegen, dass ITIH5 Promotormethylierung funktionell den ITIH5 mRNA 
Expressionsverlust in Brustzelllinien bedingt. 
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Abb. 3-38: ITIH5 mRNA Reexpression nach in vitro DNA Demethylierung. (A) RT-PCR und (B) Realtime RT-
PCR demonstrieren, dass die Kombination aus Aza und TSA in der Lage ist, in allen Zelllinien die ITIH5 
Expression signifikant zu induzieren. Die Expression in (B) wurde normiert auf die jeweilige GAPDH mRNA 
Expression und in Relation zur ITIH5 mRNA Expression in unbehandelten BT20 Zellen (= 1) gesetzt (Stabw: 3 
Experimente). Der ITIH5 Expressionsunterschied zwischen Kontrollzellen und Aza/TSA-behandelten Zellen 
war statistisch signifikant (P = 0.014; U-Test). 
 
 
3.6.4 Methylierung des ITIH5 Promotors in primären Mammakarzinomen 
ITIH5 Promotormethylierung wurde mittels MSP an einem Tumorkollektiv bestehend aus 
171 primären invasiven Mammakarzinomen und 10 gepaarten makroskopisch normalen 
Brustgeweben bestimmt. Die klinische Charakteristik dieses Kollektivs ist in Tab. 2-1 
beschrieben. Von 171 Tumoren waren 55 Tumore (32%) im ITIH5 Promotor unmethyliert 
(Abb. 3-39), wohingegen in 116 Tumoren (68%) ITIH5 Methylierung detektiert werden 
konnte. Von diesen 116 Tumoren war das Amplifikationssignal der MSP für Methylierung 
in 48 Fällen (28%) bei gleichzeitig starker Amplifikation unmethylierter Sequenzen nur 
schwach erkennbar. In 168 Tumoren (40%) war das Methylierungssignal stark, was darauf 
hinweist, dass in diesen Tumoren, im Gegensatz zu Tumoren mit leichtem 
Methylierungssignal, deutlich mehr Tumorzellen einen methylierten ITIH5 Promotor 
aufweisen. Tumorproben wiesen immer auch starke Signale für unmethylierte DNA auf, 
was auf Kontaminationen mit Anteilen von Stromazellen oder Adipozyten zurückzuführen 
ist [Suzuki et al., 2002]. Von 10 analysierten Brustnormalgeweben zeigte nur eine Probe 
leichte ITIH5-Methylierungssignale. Demnach weist ITIH5 Methylierung eine Spezifität für 
maligne Brustzellen auf. 
 
A B 
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Abb. 3-39: Methylierung des ITIH5 Promotors in primären invasiven Mammakarzinomen. Dargestellt sind 
drei korrespondierende Probenpaare (#) aus Tumor (T) und Normalgewebe (N) sowie 11 weitere Tumorproben, 
welche mittels MSP nach Bisulfit-Konversion genomischer DNA untersucht wurden. In getrennten Reaktionen 
(U=Verwendung von Primern für unmethylierte DNA; M=Verwendung von Primern für methylierte DNA) 
wurde der Methylierungszustand qualitativ bestimmt. MCF12A, humane Brustzelllinie (Positivkontrolle für 
unmethylierte DNA); IVD, in vitro methylierte DNA (Positivkontrolle für methylierte DNA); NTC,  
Wasserkontrolle (no template control). 
 
 
3.6.5 Herabregulation der ITIH5 mRNA in primären Mammakarzinomen:  
 Korrelation mit ITIH5 Promotormethylierung 
In Brustzelllinien konnte zuvor eine Assoziation von ITIH5 mRNA Expressionsverlust mit 
ITIH5 Promotormethylierung gezeigt werden. Dieser Zusammenhang sollte im Folgenden 
auch in primären Tumoren der Brust untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden 39 
Mammakarzinome mittels Realtime RT-PCR auf ihren ITIH5 Expressions-Status untersucht. 
Da die ITIH5 Promotormethylierung in diesen Proben bereits bestimmt war, konnte eine 
direkte  Korrelationsanalyse durchgeführt werden. Von 39 untersuchten Tumoren war 
ITIH5 mRNA in 30 Tumoren (77%) herabreguliert, gemessen an einem FC > 2 (Abb. 3-40) in 
Relation zur ITIH5 mRNA Expression eines Brust-Normalgewebes mit einem Epithelanteil 
von ca. 40%. In neun dieser Tumore (23%) war keine substanzielle Herabregulation der 
ITIH5 mRNA Expression feststellbar (FC < 2). 
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Abb. 3-40: Korrelation der ITIH5 Promotormethylierung mit ITIH5 mRNA Expression in primären invasiven 
Mammakarzinomen.  ITIH5 Realtime RT-PCR wurde mit 39 ausgewählten Mammakarzinomen des Kollektivs 
durchgeführt, und die ITIH5 mRNA Expression gruppiert nach dem Status der ITIH5 Methylierung aufgetragen. 
Insgesamt zeigten 30 (77%) dieser Tumore eine substanzielle Herabregulation der ITIH5 mRNA Expression FC > 
2 im Vergleich zur Expression eines Brust-Normalgewebes (= 1). Die restlichen neun Tumore (23%) zeigten keine 
substanzielle ITIH5 Herabregulation. Der Vergleich der Gruppenmediane (graue Balken) demonstriert eine 
stetige Abnahme der ITIH5 Expression von ITIH5 unmethylierten Tumoren hin zu stark methylierten Tumoren. 
Die Ordinate ist logarithmisch skaliert. Der Expressionsunterschied aller Gruppen zueinander war statistisch 
signifikant (P < 0.05 bzw. P < 0.001; U-Test). 
 
 
3.6.7 Herabregulation der ITIH5 Proteinexpression in primären Mammakarzinomen 
Nachdem der ITIH5 Expressionsverlust im Mammakarzinom auf RNA Ebene bestätigt 
werden konnte, sollte nun dieser Verlust auch auf Protein-Ebene untersucht werden. Da 
gegen ITIH5 noch kein kommerzieller Antikörper verfügbar war, wurde dieser im Auftrag 
durch die Fa. Eurogentec (Seraing, Belgien) mittels spezifischer Peptide, aus der humanen 
ITIH5 Aminosäuresequenz abgeleitet, hergestellt. Die Seren aus Kaninchen wurden 
affinitätsgereinigt, und die Spezifität des ITIH5 Antikörpers wurde vor seinem Einsatz 
mittels Immunoblot von stabil ITIH5-transfizierten MDA-MB231 Zellen sowie 
immunzytochemischer und immunfluoreszenter Färbung dieser Transfektanden getestet 
[Veeck et al., 2008]. 
Anschließend wurde ein Tissue Microarray, bestehend aus 15 Brustnormalgeweben, zehn 
duktalen in situ Karzinomen und 217 invasiv-duktalen Mammakarzinomen, mit diesem 
Antikörper gefärbt. ITIH5 Protein war in 11 von 15 Brustnormalgeweben (73%) stark 
exprimiert, und prominent lokalisiert in luminalen Epithelzellen, war jedoch nicht 
exprimiert in basalen Epithelzellen (Abb. 3-41). In Fibroblasten, Adipozyten und 
Endothelzellen war ITIH5 nicht exprimiert. Duktale in situ Karzinome zeigten in allen Fällen 
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eine ähnlich starke Expression wie Brustnormalgewebe. Von den invasiv-duktalen 
Karzinomen zeigten 64 (30%) eine starke ITIH5 Expression (IRS = 12), in weiteren 61 Fällen 
(28%) war die ITIH5 Proteinexpression reduziert (IRS = 3-9). In 92 der invasiven Tumoren 
(42%) war die ITIH5 Expression jedoch gänzlich verloren (IRS ≤ 2).  
 
 
Abb. 3-41: ITIH5 Proteinexpression im humanen Mammakarzinom. (A)  Humanes plazentales Gewebe, für 
welches eine starke ITIH5 Expression beschrieben wurde [Himmelfarb et al., 2004] (Positivkontrolle). (B) 
Humanes plazentales Gewebe ohne Applikation des Primärantikörpers (Negativkontrolle). (C) Starke ITIH5 
Proteinexpression im Brustnormalgewebe. (D) Die Vergrößerung aus C zeigt die prominente Expression in 
luminalen Epithelzellen. (E) Starke ITIH5 Expression im duktalen in situ Karzinom. (F) Vergrößerung aus E. (G) 
Invasiv-duktales Karzinom mit vollständigem ITIH5 Expressionsverlust (IRS < 2). (H) Vergrößerung aus G. (I) 
Invasiv-duktales Karzinom mit moderater ITIH5 Expression (IRS = 4). (J) Vergrößerung aus I. (K) Invasiv-
duktales Karzinom mit abundanter ITIH5 Expression (IRS = 12). (L) Vergrößerung aus K. Vergrößerungen: C, E, 
G, I und K: 100x; J und L: 200x; A, B, D, F und H: 400x.  
 
 
3.6.7 Klinische Relevanz eines ITIH5 Proteinverlusts im Mammakarzinom 
Der verwendete Tissue Microarray zur Untersuchung der ITIH5 Proteinexpression 
ermöglichte es, ITIH5 Expression in Relation zu wichtigen klinischen 
Patientinnenparametern und zum Überleben der Patientinnen zu analysieren. Die 
Verteilung der klinischen Parameter in diesem Kollektiv ist bereits beschrieben [Dahl et al., 
2006]. Mittels Kontingenztabellen-Analyse unter Verwendung von Fishers Exakt-Test konnte 
eine statistisch signifikante Assoziation von ITIH5 Expression mit Östrogenrezeptor-
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positiven (P = 0.008) und niedrig-gradigen (G1 und G2) (P = 0.024) Tumoren ermittelt 
werden (Tab. 3-5). Darüber hinaus war ITIH5 Expression nicht signifikant mit Tumorgröße, 
Nodal-Status, Progesteronrezeptor-Status, p53 Kernfärbung oder HER2-Status assoziiert. 
 
Tab. 3-5. Kliniko-pathologische Faktoren des verwendeten Tumorkollektivs in Bezug zur ITIH5 
Proteinexpression. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. b UICC: TNM Klassifikation 
nach Wittekind et al. [2002]. cIRS=Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [1987]. dFishers Exakt-Test. 
Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt. IHC, Immunhistochemie. 
 
 
In einer univariaten Überlebensanalyse mittels Log-Rank-Test nach der Kaplan-Meier 
Methode [Kaplan und Meier, 1958] wurde anschließend das rezidivfreie Überleben (RFÜ) 
und das Gesamtüberleben (GÜ) der Patientinnen in Relation zu kliniko-pathologischen 
Faktoren und zur ITIH5 Proteinexpression analysiert (Tab. 3-6) Alle untersuchten kliniko-
pathologischen Parameter (Tumorgröße, Nodal-Status, histologischer Grad, 
Östrogenrezeptor-Status, Progesteronrezeptor-Status und kombinierter Hormonrezeptor-
Status) waren dabei signifikant mit verkürztem RFÜ und GÜ der Patientinnen assoziiert. 
Patientinnen mit starker ITIH5 Expression im Tumor (IRS = 12) zeigten ein längeres 
mittleres RFÜ (102 Monate; 95% CI: 88-116 Monate) als Patientinnen deren Tumor ITIH5 
Expressionsverlust aufwies (IRS  ≤ 9) (78 Monate; 95% CI: 68-88 Monate; P = 0.037) (Abb. 3-
ITIH5 Proteinexpression Variable na IRS ≤ 9 IRS = 12 P-Wertd 
Kliniko-pathologische Faktoren:     
Tumorgrößeb     
 pT1-2 172 127 45 
 pT3-4 41 24 17 1.000 
Nodal-Statusb     
 pN negativ 97 68 29 
 pN positiv 109 77 32 1.000 
Histologischer Gradb     
 G1 und G2 120 77 43 
 G3 93 73 20 0.024 
Östrogenrezeptor-Status     
 Negativ (IRSc 0-2) 55 46 9 
 Positiv (IRS 3-12) 120 76 44 0.008 
Progesteronrezeptor-Status     
 Negativ (IRSc 0-2) 122 89 33 
 Positiv (IRS 3-12) 62 38 24 1.000 
p53 Kernfärbung     
 <5% 102 68 34 
 >=5% 67 51 16 0.229 
HER2 IHC     
 Negativ (0, 1+) 143 97 46 
 Positiv (2+, 3+) 41 29 12 0.849 
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42A). ITIH5 Expression war ebenfalls mit längerem GÜ assoziiert: Patientinnen mit starker 
ITIH5 Expression im Tumor (IRS = 12) zeigten ein längeres mittleres GÜ (120 Monate; 95% 
CI: 108-132 Monate) als Patientinnen deren Tumor ITIH5 Expressionsverlust aufwies (IRS  ≤ 
9) (105 Monate; 95% CI: 96-114 Monate; P = 0.044) (Abb. 3-42B). 
 
Tab. 3-6. Univariate Analyse der kliniko-pathologischen Faktoren und ITIH5 Proteinexpression in 
Bezug zu rezidivfreiem Überleben (RFÜ) und Gesamtüberleben (GÜ). 
 
RFÜ GÜ Variable 
  na Ereignisse P-Wertd n Ereignisse P-Wertd 
Kliniko-pathologische Faktoren:   
Tumorgrößeb   
 pT1-2 168 59 173 47 
 pT3-4 37 23 <0.0001 41 24 0.0001 
Nodal-Statusb   
 pN negativ 96 16 98 14 
 pN positiv 105 61 <0.0001 109 51 <0.0001 
Histologischer Grad   
 G1 22 5 23 5 
 G2 91 28 97 23 
 G3 92 49 
0.0001 
94 43 
0.0005 
Östrogenrezeptor-Status   
 Negativ (IRSc 0-2) 56 29 56 24 
 Positiv (IRS 3-12) 115 38 0.0239 120 32 0.0161 
Progesteronrezeptor-Status   
 Negativ (IRSc 0-2) 115 54 123 51 
 Positiv (IRS 3-12) 62 15 0.0029 62 10 0.0006 
Hormonrezeptor-Status (ÖR+PR)   
 Negativ 49 27 49 21 
 Positiv 116 38 0.0110 121 35 0.0330 
ITIH5 IHC   
 IRSc = 12 63 18 63 14 
  IRS ≤ 9 142 64 0.0369 151 57 0.0436 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. b UICC: TNM Klassifikation 
nach Wittekind et al. [2002]. cIRS=Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [1987]. dLog-Rank-Test. IHC, 
Immunhistochemie. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt. 
 
 
In einer stratifizierten Sub-Analyse konnte gezeigt werden, dass diese prognostische 
Assoziation besonders in Nodal-negativen Patientinnen gilt (Abb. 3-42C und 3-42D), 
wohingegen in Nodal-positiven Patientinnen die Assoziation zwischen ITIH5 Expression 
und Überlebens-Intervall nicht signifikant war (Abb. 3-42E und 3-42F). 
Um die Unabhängigkeit von ITIH5 als Prognosefaktor im Mammakarzinom von anderen 
prognostischen Faktoren zu untersuchen, wurde ein multivariates Cox Regressions-Modell 
errechnet, unter Einschluss der folgenden univariat signifikanten Parameter: ITIH5 
Proteinexpression, Tumorgröße, histologischer Grad, Nodal-Status und kombinierter (ÖR 
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und PR) Hormonrezeptor-Status. Sowohl im rezidivfreien Überleben (Tab. 3-7A) als auch im 
Gesamtüberleben (Tab. 3-7B) war ITIH5 Proteinexpression kein unabhängiger 
Prognosemarker, wahrscheinlich aufgrund der starken Assoziation zur Östrogenrezeptor-
Expression. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-42: Kaplan-Meier Überlebensanalyse in Bezug zur ITIH5 Proteinexpression im humanen 
Mammakarzinom. (A) Sowohl im rezidivfreien Überleben (RFÜ) als auch im (B) Gesamtüberleben der 
Patientinnen (GÜ) war starke ITIH5 Expression (graue Kurve) mit verlängertem Überlebens-Intervall assoziiert; 
Patientinnen mit Verlust der ITIH5 Expression hatten eine schlechtere Prognose (schwarze Kurve). Diese 
prognostische Assoziation war besonders stark in nodal-negativen Patientinnen, (C+D) wohingegen nodal-
positive Patientinnen von starker ITIH5 Expression nicht profitierten. Kreuze markieren zensierte Fälle. 
 
A B 
C D 
E F 
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Tab. 3-7. Multivariates Cox Regressions-Modell prognostischer Faktoren und ITIH5 
Proteinexpression im Mammakarzinom. 
 
 
 
P-
Wert 
Hazard 
Rate (HR) 
95% CI 
von HR 
     
Untere 
Grenze 
Obere 
Grenze 
ITIH5 0.192 0.66 0.35 1.24 
pT  0.020 2.01 1.11 3.62 
G 0.012 2.08 1.17 3.67 
pN 0.001 2.91 1.56 5.45 
HRez 0.080 0.61 0.35 1.06 
 
Alle Variablen wurden wie in der univariaten Überlebensanalyse kategorisiert. ITIH5, ITIH5 Expression; pT, 
Tumorgröße; G, histologischer Grad; pN, Nodal-Status, HRez, kombinierter (Östrogenrezeptor und 
Progesteronrezeptor) Hormonrezeptor-Status, CI, Konfidenz-Intervall (confidence interval). Signifikante P-Werte 
sind in Fettschrift dargestellt. 
 
 
3.7 DNA-Methylierung als biologischer Tumormarker 
 
Im Folgenden sollte die in dieser Arbeit gefundene frequente Methylierung der Gene SFRP1, 
SFRP2, SFRP5, WIF1, DKK3 und ITIH5 im humanen Brustkrebs auf eine Eignung als 
epigenetischen Biomarker hin untersucht werden. Im Vordergrund standen dabei Analysen 
zur Prognoseabschätzung und zum diagnostischen Potenzial. Die Analyse eines potenziell 
prädiktiven Wertes dieser Gene war aufgrund fehlender Chemotherapie-Datensätze nicht 
möglich. 
 
3.7.1 Zusammenfassung der Promotormethylierung und Genexpression in humanen 
 Brustzelllinien, primären Brusttumoren und Normalgeweben 
In Tab. 3-8 sind die Ergebnisse zur Promotormethylierung und mRNA Expression der in 
dieser Arbeit untersuchten Gene in humanen Brustzelllinien zusammengefasst. Folgende 
Aspekte sind dabei hervorzuheben: (1) Die Methylierung eines Promotors war in jedem Fall 
mit der Abwesenheit der betreffenden mRNA Expression assoziiert. (2) Die vollständige 
Nicht-Methylierung eines Promotors war bis auf eine Ausnahme (SFRP5 Expression in 
Plazenta) in jedem Fall mit entsprechender mRNA Expression assoziiert. (3) Maligne 
Zelllinien zeigten insgesamt ein vermehrtes Auftreten von Promotormethylierung im 
Vergleich zu benignen Zelllinien, jedoch waren auch Gene benigner Zelllinien (MCF10A 
und MCF12A) von Methylierung betroffen, welche in malignen Zelllinien (Hs578T) 
unmethyliert vorlagen. 
 
P- 
Wert 
Hazard 
Rate (HR) 
95% CI 
von HR 
    
Untere 
Grenze 
Obere 
Grenze 
ITIH5 0.407 0.75 0.39 1.48 
pT  0.015 2.13 1.16 3.93 
G 0.057 1.76 0.98 3.13 
pN 0.003 2.98 1.46 6.05 
HRez 0.025 0.50 0.27 0.92 
A                   Rezidivfreies Überleben B                    Gesamtüberleben 
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Tab. 3-8: Zusammenfassung der Promotormethylierung und mRNA Expression in humanen 
Brustzelllinien. 
 
 SFRP1 SFRP2 SFRP5 DKK3 ITIH5 
 DNA mRNA DNA mRNA DNA mRNA DNA mRNA DNA mRNA 
HMEC * * U ↑ U ↑ U ↑ * * 
MCF10A U ↑ M ↓ M ↓ * * * * 
MCF12A U ↑ * * M ↓ U ↑ U ↑ 
Hs578T * * U ↑ U ↑ U ↑ U ↑ 
BT20 M ↓ M ↓ M ↓ M ↓ U/M ↓ 
BT474 M ↓ M ↓ * * * * * * 
MDA-MB231 M ↓ M ↓ M ↓ M ↓ U/M ↓ 
MCF7 M ↓ M ↓ M ↓ M ↓ U/M ↓ 
SKBR3 M ↓ U/M ↓ U/M ↓ U ↑ U/M ↓ 
T47D M ↓ U/M ↓ M ↓ U/M ↓ U/M ↓ 
ZR75-1 M ↓ * ↓ M * M ↓ * * 
MDA-MB453 M ↓ M ↓ * * * * * * 
MDA-MB468 * * * * U/M * * * * * 
Plazenta U * * * U ↓ U ↑ U ↑ 
PBL U * U * U * U * * * 
 
DNA, Methylierung des Genpromotors;  mRNA, Expression des Gens; M, methyliert, U, unmethyliert, U/M, 
partiell methyliert; ↑, mRNA exprimiert; ↓, mRNA herabreguliert; *, nicht bestimmt. 
 
 
Die Frequenzen der Methylierung und der Genexpression in primären Geweben sind in 
Abb. 3-43 zusammengefasst. Folgende Aspekte sind hierbei hervorzuheben: (1) Die 
untersuchten Gene zeigten eine hochfrequente Methylierung in humanen 
Mammakarzinomen (mittlere Frequenz 71.3% ± 9.4%) und eine signifikant niedrigere 
Methylierung (mittlere Frequenz 2.3% ± 4.1%) in Brust-Normalgeweben (Abb. 3-43A; P < 
0.0001).  
 
 
     
 
Abb. 3-43. Frequenzen von Promotormethylierung und Expressionsverlust im Mammakarzinom. (A) Für jedes 
der untersuchten Gene ist die Methylierungsfrequenz in Tumoren (rot) und korrespondierenden 
Normalgeweben (blau) dargestellt. (B) Für jedes der untersuchten Gene ist die Methylierungsfrequenz (rot) und 
die Frequenz des Expressionsverlusts (grün) dargestellt. Für SFRP2 ist die Frequenz des Proteinverlusts 
angegeben, für die übrigen Gene die Frequenz des mRNA Verlusts. 
A B
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(2) Die Promotormethylierung stellte in allen untersuchten Brusttumor-Geweben den 
molekularen Mechanismus der funktionellen Inaktivierung dar. Mit einer 
Abweichungsspanne von 6-11% konnte in allen Fällen eine deutliche Konkordanz zwischen 
einer Promotormethylierung und einem entsprechenden Expressionsverlust gezeigt werden 
(Abb. 3-43B). 
 
3.7.2 Sensitivität der Promotormethylierung in der Detektion neoplastischer Zellen 
Die Methylierung der untersuchten Gene im vorliegenden Tumorkollektiv zeigte für alle 
Gene eine vergleichsweise hohe Prävalenz (0.61 bis 0.83). Ziel war es nun zu untersuchen, 
ob durch Markerkombinationen diese Sensitivität in der Detektion neoplastischer Zellen 
weiter erhöht werden kann. Für diese Analyse wurden alle Patientinnen-Fälle 
eingeschlossen, für welche Methylierungsergebnisse zu allen sechs Genen vorlagen (n = 
161). Dadurch bedingt ergab sich eine geringfügige Abweichung der Prävalenzen der 
einzelnen Gene (SFRP1 +0.037; SFRP2 +0.003; SFRP5 -0.006; WIF1 +0.003; DKK3 +0.007 und 
ITIH5 -0.013). In Abb. 3-44A ist gezeigt, dass in nur 2.5% der Patientinnen (n = 4) alle sechs 
Gene im Tumor unmethyliert vorlagen, und im Gegensatz dazu in 27.3% der Patientinnen 
(n = 44) alle sechs Gene im Tumor methyliert waren. Ein Gen war im Tumor von 5.6% (n = 
9), zwei Gene in 7.5% (n = 12), drei Gene in 11.8% (n = 19), vier Gene in 15.5% (n = 25) und 
fünf Gene in 29.8% (n = 48) der Patientinnen methyliert. In Abb 3-44B ist gezeigt wie sich die 
Anzahl der als methyliert detektierten Gene auf die Sensitivität auswirkt.  
 
 
Abb. 3-44. Verteilung der Anzahl methylierter Gene pro Patientin und deren Sensitivität. (A) Der prozentuale 
Anteil der Patientinnen in Relation zur Anzahl ihrer methylierten Gene zeigt, dass in der Mehrheit der 
Patientinnen mindestens fünf der sechs Gene im Tumor methyliert vorliegen. (B) Daraus ergibt sich, dass das 
Vorkommen von Methylierung in allen Genen (6/6) eine Sensitivität von 27.3% erreicht, das Vorkommen von 
Methylierung in einem der sechs Gene (1/6) jedoch 97.5%. In rot ist die logarithmische Regressionslinie 
dargestellt. R2, Bestimmtheitsmaß der Regressionslinie. 
A B 
R2 = 0.998 
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Methylierung in zwei von sechs Genen übertraf mit einer Sensitivität von 91.9% die höchste 
Einzelprävalenz (SFRP1: 0.851), die Methylierung in einem der sechs Gene erreichte eine 
Sensitivität von 97.5%.  
In Tab. 3-9 ist die Prävalenz der Methylierung einzelner Gene und einer Kombination aus 
zwei Genen dargestellt. Durch die optimale Kombination der Methylierungsmarker 
untereinander lässt sich die Sensitivität erheblich steigern. So wird mit der alleinigen 
Bestimmung von SFRP1 Methylierung eine Sensitivität von 85.1% erreicht. Die Kombination 
aus SFRP1 und SFRP2 (mindestens ein Gen methyliert) steigert die Sensitivität erheblich auf 
95.7%. Die niedrigste Sensitivität eines kombinatorischen Markers aus zwei Genen erreichte 
in diesem Tumorkollektiv  DKK3/ITIH5 Methylierung (75.2%). 
 
Tab. 3-9: Prävalenzen der Promotormethylierung für ein Gen oder eines von zwei Genen. 
 
 
Ein Gen Prävalenz   Zwei Gene Prävalenz 
SFRP1 0,851  SFRP1/SFRP2 0,957 
SFRP2 0,832  SFRP1/DKK3 0,938 
SFRP5 0,722  SFRP1/SFRP5 0,932 
ITIH5 0,665  SFRP1/WIF1 0,932 
WIF1 0,621  SFRP1/ITIH5 0,925 
DKK3 0,615  SFRP2/SFRP5 0,894 
   SFRP2/DKK3 0,888 
   SFRP2/ITIH5 0,876 
   SFRP2/WIF1 0,870 
   SFRP5/ITIH5 0,851 
   SFRP5/WIF1 0,845 
   SFRP5/DKK3 0,832 
   WIF1/ITIH5 0,807 
   WIF1/DKK3 0,795 
   DKK3/ITIH5 0,752 
 
Die Prävalenz der einzelnen Gene beruht auf n = 161 Patientinnen, für welche Methylierungsergebnisse für alle 
sechs Gene erzielt wurden. Die Ergebnisse sind nach absteigender Prävalenz sortiert. 
 
 
Analysen zur Spezifität der Promotormethylierung der analysierten Gene konnten nicht 
durchgeführt werden, da die Anzahl der untersuchten korrespondierenden Normalgewebe 
zwischen den Genen variierte und insgesamt zu niedrig war. Jedoch lässt sich bereits 
aufgrund der MSP-Ergebnisse vermuten, dass in weiterführenden Untersuchungen mit 
einer hohen Spezifität der Methylierung in malignen Zellen zu rechnen ist. 
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 SFRP1 SFRP2 SFRP5 WIF1 DKK3 ITIH5
Alter 0.006 0.009 0.009
pT (0.080)
pN (0.074) 0.001
LK+ 0.006
pM (0.058)
G (0.069) (0.093)
ÖR
PR
HER2 0.020
3.7.3 Korrelation der Promotormethylierung mit kliniko-pathologischen Parametern 
Der Methylierungsstatus der untersuchten Gene wurde einzeln auf Assoziationen mit 
folgenden kliniko-pathologischen Patientinnenparametern untersucht: Alter bei Diagnose, 
Tumorgröße, Nodal-Status, Stärke des Lymphknotenbefalls, Fernmetastasierung, 
histologischer Grad, Östrogenrezeptor-Status, Progesteronrezeptor-Status und HER2-Status. 
Detaillierte Ergebnisse zu diesen Analysen befinden sich in Tab. A1-A6 im Anhang, 
signifikante Assoziationen sind in Tab. 3-10 zusammengefasst. Methylierung von drei der 
sechs Gene (SFRP5, DKK3 und ITIH5) war dabei mit dem Alter der Patientin bei Diagnose 
assoziiert. Darüber hinaus war SFRP5 Methylierung mit der Abwesenheit einer HER2 
Überexpression assoziiert. ITIH5 Methylierung war auffallend mit Parametern der Tumor-
Metastasierung assoziiert und korrelierte so mit einem positivem Nodal-Status und 
stärkerem Befall der Lymphknoten. Zugleich war die ITIH5 Methylierung marginal 
signifikant mit dem Auftreten von Fernmetastasen assoziiert. 
 
Tab. 3-10: Signifikante Assoziationen von Promotormethylierung und kliniko-pathologischen 
Patientinnenparametern. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hoch signifikante Werte sind in Fettschrift, marginal signifikante Werte in Klammern dargestellt (Fishers Exakt-
Test) Die Kategorisierung der Parameter ist Tab. A1-A6 im Anhang zu entnehmen. Die Variable LK+ (Stärke des 
Lymphknotenbefalls) war definiert als dichotomisierter Quotient aus der Anzahl der positiven LK zur Anzahl 
der untersuchten LK (0, kein LK befallen; 1, 1-30% der LK befallen; 2, > 30% der LK befallen).   
 
 
3.7.4 Univariate Überlebensanalyse in Bezug zur Promotormethylierung 
Nachfolgend wurde untersucht, ob Promotormethylierung eines der untersuchten Gene mit 
der Überlebenszeit der Patientinnen korrelierte. Relevante klinische Parameter und der 
jeweilige Methylierungsstatus wurden univariat nach der Methode von Kaplan-Meier 
[Kaplan und Meier, 1958] unter Anwendung des Log-Rank-Tests analysiert. Im vorliegenden 
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Tumorkollektiv waren ein positiver Nodal-Status, das Vorhandensein von Fernmetastasen, 
ein höhergradiger Tumor und Progesteronrezeptor-Negativität signifikant mit einem 
verkürzten rezidivfreien Überleben assoziiert. Daneben waren dieselben Parameter, mit 
Ausnahme des Progesteronrezeptor-Status, signifikant mit einem verkürzten 
Gesamtüberleben assoziiert (Tab. 3-11).   
 
Tab. 3-11: Korrelationsanalyse von klinischen Parametern in Relation zum Überleben der 
Patientinnen. 
 
RFÜ GÜ Variable 
  na Ereignisse P-Wertd na Ereignisse P-Wertd 
Kliniko-pathologische Faktoren:   
Tumorgrößeb   
 pT1 52 12 52 8 
 pT2-4 83 25 0.186 83 20 0.160 
Nodal-Statusb   
 pN negativ 60 9 60 7 
 pN positiv 67 25 0.002 67 18 0.026 
Fernmetastasenb     
 Negativ 65 17 65 7 
 Positiv 12 8 0.002 12 8 <0.001 
Histologischer Grad   
 G1 und G2 74 13 74 7 
 G3 61 24 0.006 61 21 0.001 
Östrogenrezeptor-Status   
 Negativ (IRSc 0-2) 48 13 48 12 
 Positiv (IRS 3-12) 85 24 0.757 85 16 0.175 
Progesteronrezeptor-Status   
 Negativ (IRSc 0-2) 46 17 46 12 
 Positiv (IRS 3-12) 87 20 0.034 87 16 0.106 
HER2 IHC   
 Negativ (0, 1+) 21 7 21 6 
  Positiv (2+, 3+) 12 1 0.185 12 0 0.111 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, invasivem Mammakarzinom. bUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 
et al. [2002]. cIRS=Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [1987]. dLog-Rank-Test. Signifikante P-Werte 
sind in Fettschrift dargestellt. RFÜ, rezidivfreies Überleben; GÜ, Gesamtüberleben, IHC, Immunhistochemie. 
 
Mit Ausnahme des Parameters der Tumorgröße zeigten etablierte prognostische Faktoren 
des Mammakarzinoms eine signifikante Assoziation mit verkürztem Überleben an, weshalb 
das verwendete Tumorkollektiv als repräsentativ angesehen werden kann. 
Für die Überlebens-Analyse in Bezug zur Promotormethylierung wurde die mittlere Basis  
RFÜ-Zeit von 95 Monaten (95% CI: 87-104 Monate) und die mittlere Basis GÜ-Zeit von 127 
Monaten (95% CI: 110-143) im Tumorkollektiv zugrunde gelegt. Eine Promotormethylierung 
von DKK3 und ITIH5 war hierbei signifikant mit einem verkürzten RFÜ assoziiert (Tab. 3-
12, Tab. 3-13 und Abb. 3-45). Mit einem verkürzten GÜ war die Promotormethylierung von 
SFRP1, SFRP5, DKK3 und ITIH5 signifikant assoziiert (Tab. 3-12, Tab. 3-13 und Abb. 3-46). 
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Tab. 3-12: Korrelationsanalyse der Promotormethylierung in Relation zum Überleben der 
Patientinnen; Verteilung der Ereignisse. 
 
RFÜ GÜ Variable 
  na Ereignisse P-Wertb na Ereignisse P-Wertb 
Promotormethylierung:   
SFRP1   
 Unmethylierte DNA 21 5 21 1 
 Methylierte DNA 116 31 0.488 116 27 0.048 
SFRP2   
 Unmethylierte DNA 21 5 21 5 
 Methylierte DNA 115 31 0.876 115 23 0.648 
SFRP5   
 Unmethylierte DNA 34 9 34 3 
 Methylierte DNA 100 26 0.993 100 25 0.047 
WIF1   
 Unmethylierte DNA 50 10 50 11 
 Methylierte DNA 86 26 0.176 86 17 0.707 
DKK3   
 Unmethylierte DNA 47 7 47 2 
 Methylierte DNA 88 29 0.012 88 26 <0.001 
ITIH5   
 Unmethylierte DNA 42 4 42 1 
 Methylierte DNA 94 32 0.002 94 27 0.001 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, invasivem Mammakarzinom. bLog-Rank-Test. Signifikante P-Werte sind 
in Fettschrift dargestellt. RFÜ, rezidivfreies Überleben; GÜ, Gesamtüberleben. 
 
 
Tab. 3-13: Korrelationsanalyse der Promotormethylierung in Relation zum Überleben der 
Patientinnen; Verteilung der Überlebenszeit. 
 
 
Mittlere Überlebenszeit in Monaten 
(95% Konfidenz-Intervall) P- Werta 
Rezidivfreies Überleben 
DKK3   
 Unmethylierte DNA 110 (99 – 122) 
 Methylierte DNA 82 (72 – 93) 0.012 
ITIH5   
 Unmethylierte DNA 116 (105 – 126) 
 Methylierte DNA 85 (75 – 96) 0.002 
Gesamtüberleben 
SFRP1   
 Unmethylierte DNA 147 (128 – 167) 
 Methylierte DNA 120 (102 – 137) 0.048 
SFRP5   
 Unmethylierte DNA 145 (131 – 159) 
 Methylierte DNA 116 (98 – 136) 0.047 
DKK3   
 Unmethylierte DNA 167 (157 – 177) 
 Methylierte DNA 102 (86 – 117) <0.001 
ITIH5   
 Unmethylierte DNA 154 (147 – 162) 
 Methylierte DNA 111 (93 – 129) 0.001 
 
aLog-Rank-Test. Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt. 
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Abb. 3-45: Univariate Kaplan-Meier Analyse des rezidivfreien Überlebens in Bezug zur 
Promotormethylierung. Promotormethylierung von DKK3 und ITIH5 war signifikant mit einem verkürzten 
rezidivfreien Überleben (RFÜ) der Mammakarzinom-Patientinnen assoziiert, wohingegen 
Promotormethylierung von SFRP1, SFRP2, SFRP5 und WIF1 nicht signifikant mit einem verkürzten RFÜ 
assoziiert war. Kreuze markieren zensierte Fälle. Die Signifikanz wurde mittels Log-Rank-Test ermittelt. 
 
 
Promotormethylierung war in diesen Analysen definiert als jegliche Stärke eines 
Amplifikationssignals in der MSP. Am Beispiel von SFRP1 (s. Abb. 3-8B) und ITIH5 (s. Abb. 
3-40) war jedoch demonstriert worden, dass die Stärke der Methylierungssignale mit der 
Stärke des RNA Expressionsverlusts korrelierte. Somit wurden diese Überlebensanalysen 
ebenfalls durchgeführt, indem nur starke Methylierung der Proben mit leichter 
Methylierung/Nicht-Methylierung verglichen wurde.  
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Abb. 3-46: Univariate Kaplan-Meier Analyse des Gesamtüberlebens in Bezug zur Promotormethylierung. 
Promotormethylierung von SFRP1, SFRP5, DKK3 und ITIH5 war signifikant mit einem verkürzten 
Gesamtüberleben (GÜ) der Mammakarzinom-Patientinnen assoziiert, wohingegen Promotormethylierung von 
SFRP2 und WIF1 nicht signifikant mit einem verkürzten GÜ assoziiert war. Kreuze markieren zensierte Fälle. 
Die Signifikanz wurde mittels Log-Rank-Test ermittelt. 
 
 
In dieser Analyse des Gesamtüberlebens waren die bereits ermittelten Faktoren SFRP1-, 
SFRP5-, DKK3- und ITIH5-Methylierung weiterhin signifikant mit einem verkürzten 
Überleben assoziiert. Mit einem verkürzten rezidivfreien Überleben waren weiterhin die 
bereits ermittelten Faktoren DKK3- und ITIH5-Methylierung, und auch die Methylierung 
von SFRP1, SFRP2 und SFRP5 signifikant assoziiert. Da die Beurteilung der Stärke einer 
Methylierung auf einer optischen Abschätzung beruht, ist dieses Ergebnis lediglich als 
Beobachtung zu bewerten. 
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In einer weiteren Berechnung, der Sterbetafel-Analyse, wurde die wahrscheinliche 5-
Jahresrate für das rezidivfreie Überleben, sowie die wahrscheinliche 10-Jahresrate für das 
Gesamtüberleben bei Brustkrebs in Abhängigkeit der Promotormethylierung bestimmt. 
Abb. 3-47A zeigt, dass nach 5 Jahren 60% bzw. 58% der Patientinnen mit DKK3 bzw. ITIH5 
Methylierung im Tumor kein Rezidiv erleiden, verglichen mit einem Anteil von 85% bzw. 
92% rezidivfreier Patientinnen, deren Tumore in diesen Promotoren unmethyliert sind. In 
Abb. 3-47B ist  zu erkennen, dass analog dazu nach 10 Jahren 58% der Patientinnen mit 
SFRP1 Methylierung, 51% mit SFRP5 Methylierung, 40% mit DKK3 Methylierung und 45% 
mit ITIH5 Methylierung im Tumor nicht an den Folgen der Erkrankung verstorben sind, 
wohingegen die klinische Prognose im Falle von Nicht-Methylierung dieser Gene erheblich 
besser ist (88%, 87%, 95% bzw. 97% überlebende Patientinnen). 
 
 
Abb. 3-47: Sterbetafel-Analyse des Patientinnenüberlebens in Bezug zur Promotormethylierung. (A) Die 
wahrscheinliche 5-Jahresrate des rezidivfreien Überlebens bei Brustkrebs war sowohl im Falle von DKK3 
Methylierung als auch von ITIH5 Methylierung deutlich reduziert. (B) Die wahrscheinliche 10-Jahresrate des 
Gesamtüberlebens bei Brustkrebs war im Falle von SFRP1 Methylierung, SFRP5 Methylierung, DKK3 
Methylierung und ITIH5 Methylierung deutlich reduziert. 
 
A 
B 
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3.7.5 Multivariate Überlebensanalyse in Bezug zur Promotormethylierung 
Die multivariate Cox Regressionsanalyse bietet die Möglichkeit zu überprüfen, ob die 
prognostische Assoziation der gefundenen Methylierung unabhängig von weiteren 
kovariaten prognostischen Faktoren des Mammakarzinoms ist und somit tatsächlich eine 
zusätzliche Prognosis-relevante Information beinhaltet. In diesen Modellen wurden die 
Faktoren: Alter bei Diagnose, Tumorgröße, Nodal-Status, histologischer Grad und 
Promotormethylierung miteinander verglichen. Die Faktoren Fernmetastasierung und 
HER2-Status wurden nicht berücksichtigt, da diese die Fallzahl in den Modellen stark 
beeinträchtigt hätte. Für jedes der Gene welches Signifikanz in der univariaten Analyse 
zeigte, wurde ein eigenes multivariates Modell berechnet, da wie in Tab. 3-14 gezeigt, eine 
starke Korrelation der Promotormethylierungen untereinander vorlag, und die potenzielle 
Unabhängigkeit eines Methylierungsfaktors nur von anderen kliniko-pathologischen 
Parametern betrachtet werden sollte. 
 
Tab. 3-14: Korrelationsanalyse der Promotormethylierung der Gene SFRP1, SFRP2, SFRP5, WIF1, 
DKK3 und ITIH5. 
  
    
Bivariate Korrelationsanalyse mittels des Fishers Exakt-Test. r, Pearsons Korrelationskoeffizient; n, Anzahl der 
betrachteten Fälle (paarweiser Fallausschluss). Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt. 
 
 
  SFRP1 SFRP2 SFRP5 WIF1 DKK3 ITIH5
SFRP1 Korrelation r 1 0.159 0.169 0.036 0.056 0.135
P-Wert 0.0259 0.0283 0.6416 0.4571 0.0780
n 204 197 169 170 176 171
SFRP2 Korrelation r 1 0.342 0.318 0.285 0.354
P-Wert <0.0001 <0.0001 0.0001 <0.0001
n 199 169 170 176 169
SFRP5 Korrelation r 1 0.231 0.282 0.268
P-Wert 0.0030 0.0002 0.0006
n 169 163 169 163
WIIF1 Korrelation r 1 0.248 0.274
P-Wert 0.0012 0.0004
n 170 168 164
DKK3 Korrelation r 1 0.381
P-Wert <0.0001
n 176 167
ITIH5 Korrelation r 1
P-Wert
n 171
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In Tab. 3-15 ist das Ergebnis der multivariaten Cox Regressionsanalyse in Bezug zum 
rezidivfreien Überleben dargestellt. Das Modell für DKK3 Methylierung (Tab. 3-15A) ergab, 
dass dieser Parameter einen prognostisch unabhängigen Faktor im humanen 
Mammakarzinom darstellt, welcher ein 3.0-fach erhöhtes Rezidivrisiko anzeigt (P = 0.013). 
Analog dazu war ebenfalls ITIH5 Methylierung (Tab. 3-15B) ein prognostisch unabhängiger 
Faktor im humanen Mammakarzinom, welcher ein 3.6-fach erhöhtes Rezidivrisiko anzeigt 
(P = 0.020). 
 
Tab. 3-15. Multivariate Cox Regressions-Modelle des rezidivfreien Überlebens im humanen 
Mammakarzinom. 
 
 
(A) Regressionsmodell unter Einschluss von DKK3 Methylierung. (B) Regressionsmodell unter Einschluss von 
ITIH5 Methylierung. pT, Tumorgröße; pN, Nodal-Status; CI, Konfidenz-Intervall (confidence interval). 
Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt. 
 
 
In Tab 3-16 ist das Ergebnis der multivariaten Cox Regressionsanalyse in Bezug zum 
Gesamtüberleben dargestellt. SFRP1 Methylierung (Tab. 3-15A) und SFRP5 Methylierung 
(Tab. 3-16B) repräsentieren, im Gegensatz zur Signifikanz in univariaten 
Überlebensanalysen, in diesem Modell keine prognostisch unabhängigen Faktoren des 
humanen Mammakarzinoms.  
Zusätzlich zum rezidivfreien Überleben stellt DKK3 Methylierung jedoch einen 
prognostisch unabhängigen Faktor auch für das Gesamtüberleben im Mammakarzinom dar, 
welcher ein 24.0-fach erhöhtes Risiko anzeigt, an den Folgen dieser Erkrankung früher zu 
versterben (P = 0.002) (Tab. 3-16C). Analog dazu war auch ITIH5 Methylierung zusätzlich 
zum rezidivfreien Überleben ein prognostisch unabhängiger Faktor für das 
Gesamtüberleben im humanen Mammakarzinom, welcher ein 10.7-fach erhöhtes Risiko 
anzeigt, an den Folgen dieser Erkrankung zu versterben (P = 0.021) (Tab. 3-16D). 
 
 
 
P-
Wert 
Hazard 
Rate (HR) 
95% CI 
von HR 
     
Untere 
Grenze 
Obere 
Grenze 
Alter 0.141 0.98 0.96 1.01 
pT 0.548 0.88 0.58 1.34 
pN 0.015 2.76 1.22 6.26 
Grad 0.061 1.91 0.97 3.77 
DKK3 0.013 3.04 1.27 7.30 
 
P-
Wert 
Hazard 
Rate (HR) 
95% CI 
von HR 
     
Untere 
Grenze 
Obere 
Grenze 
Alter 0.304 0.99 0.96 1.01 
pT 0.869 0.97 0.65 1.44 
pN 0.064 2.19 0.96 5.00 
Grad 0.125 1.73 0.86 3.48 
ITIH5 0.020 3.58 1.23 10.43 
A B 
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Tab. 3-16. Multivariate Cox Regressions-Modelle des Gesamtüberlebens im humanen 
Mammakarzinom 
 
 
 
 
 
(A) Regressionsmodell unter Einschluss von SFRP1 Methylierung. (B) Regressionsmodell unter Einschluss von 
SFRP5 Methylierung. (C) Regressionsmodell unter Einschluss von DKK3 Methylierung. (D) Regressionsmodell 
unter Einschluss von ITIH5 Methylierung. pT, Tumorgröße; pN, Nodal-Status; CI, Konfidenz-Intervall 
(confidence interval). Signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt. 
 
 
3.8 Anwendbarkeit von DNA Methylierungs-Markern im Blutserum 
 
Im Hinblick auf einen möglichen klinischen Einsatz der untersuchten DNA 
Methylierungsmarker ist es insbesondere in Anbetracht einer diagnostischen Anwendung 
wünschenswert, den betreffenden Marker bereits in Screening-Verfahren anwenden zu 
können, um eine angestrebte verbesserte Früherkennung bei Brustkrebs zu ermöglichen. Ein 
Beispiel dafür ist die Anwendung der Methylierungsmarker im Blutserum. Für eine 
Eignung der Methylierungsmarker zur Anwendung im Blutserum sind dabei mehrere 
Kriterien zu erfüllen. (1) Es sollte aus einem der Fragestellung angemessenen 
Blutserumvolumen eine für die Analyse ausreichende Menge an frei zirkulierender DNA 
gewonnen werden können. (2) Im Blutserum von gesunden Menschen sollte der Marker 
negativ sein. (3) Der Marker sollte im Falle von Positivität im Tumor mit einer hohen 
Wiederfindungsrate positiv im Blutserum zu detektieren sein (Sensitivität). (4) Der Marker 
 
P-
Wert 
Hazard 
Rate (HR) 
95% CI 
von HR 
     
Untere 
Grenze 
Obere 
Grenze 
Alter 0.365 1.01 0.99 1.04 
pT 0.986 1.00 0.63 1.58 
pN 0.122 2.03 0.83 4.97 
Grad 0.034 2.46 1.07 5.63 
SFRP1 0.155 4.31 0.58 32.38 
 
P-
Wert 
Hazard 
Rate (HR) 
95% CI 
von HR 
     
Untere 
Grenze 
Obere 
Grenze 
Alter 0.566 1.01 0.98 1.04 
pT 0.671 0.90 0.57 1.44 
pN 0.143 1.98 0.79 4.93 
Grad 0.016 2.84 1.21 6.64 
SFRP5 0.075 3.05 0.89 10.42 
 
P-
Wert 
Hazard 
Rate (HR) 
95% CI 
von HR 
     
Untere 
Grenze 
Obere 
Grenze 
Alter 0.651 0.99 0.96 1.02 
pT 0.201 0.72 0.43 1.19 
pN 0.065 2.38 0.95 5.98 
Grad 0.008 3.32 1.36 8.07 
DKK3 0.002 24.03 3.08 187.56 
 
P-
Wert 
Hazard 
Rate (HR) 
95% CI 
von HR 
     
Untere 
Grenze 
Obere 
Grenze 
Alter 0.581 1.01 0.98 1.04 
pT 0.504 0.85 0.53 1.37 
pN 0.264 1.71 0.67 4.38 
Grad 0.047 2.45 1.01 5.92 
ITIH5 0.021 10.73 1.42 80.92 
A B 
D C 
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sollte im Falle von Negativität im Tumor auch als negativ im Blutserum zu detektieren sein 
(Spezifität).  
Erste Vorversuche zur Methylierungsmarker-Analyse in Blutserum wurden für die Gene 
SFRP1, DKK3 und ITIH5 im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt. Dazu standen zehn 
Kontrollseren von gesunden Probanden, 20 präoperative Seren von Mammakarzinom-
Patientinnen sowie 20 Proben der resektierten soliden Tumore zur Verfügung. Eine 
ausreichende Menge frei zirkulierender DNA konnte sowohl aus allen Kontrollseren 
(mittlere Konzentration: 252 ± 126 ng/ml) als auch aus allen Tumorseren (mittlere 
Konzentration: 346 ± 238 ng/ml) gewonnen werden. Die Untersuchung der 
Methylierungsmarker an Kontrollseren ergab, dass im Falle von DKK3 und ITIH5 alle zehn 
Kontrollseren ausschließlich unmethylierte DNA enthielten, und im Falle von SFRP1 zwei 
gesunde Probanden leichte Methylierungssignale im Serum aufwiesen. In Abb. 3-48A ist 
exemplarisch das Ergebnis für ITIH5 Methylierung in Kontrollseren dargestellt. Weiterhin 
ist in Abb. 3-48B exemplarisch der Vergleich zwischen ITIH5-Methylierung im Tumor und 
im Blutserum von vier Patientinnen dargestellt. 
 
 
  
 
Abb. 3-48: Methylierung des ITIH5 Promotors in Kontrollseren, Tumorgewebe und Tumorseren. (A) 
Dargestellt sind MSP-Ergebnisse für ITIH5 von neun (#) der zehn Kotrollseren (U=Verwendung von Primern für 
unmethylierte DNA; M=Verwendung von Primern für methylierte DNA). (B) MSP-Ergebnisse für vier (#) der 20 
Patientinnen, in welchen parallel ITIH5 Methylierung im Tumorgewebe und im präoperativen Serum untersucht 
wurde. 
 
 
 
A 
B 
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In der Untersuchung der 20 Mammakarzinom-Proben und Blutseren konnten in jedem der 
Fälle für alle drei Gene interpretierbare MSP-Ergebnisse erzielt werden. Diese sind in Abb. 
3-49 dargestellt. Im Falle von SFRP1 wurden in 17/20 Tumoren (85%) und in 17/20 
korrespondierenden Tumorseren Signale einer Methylierung detektiert. Im Falle von DKK3 
wurde in 13/20 Tumoren (65%) Methylierung gefunden, wobei diese Methylierung in drei 
korrespondierenden Seren nicht detektiert wurde. Im Falle von ITIH5 Methylierung wurde 
in 14/20 Tumoren (70%) Methylierung gefunden, wobei diese Methylierung in einem 
korrespondierenden Serum nicht detektiert werden konnte. In keinem der Blutseren wurde 
für ein Gen Methylierung detektiert, wenn dieses im soliden Tumor unmethyliert vorlag. In 
einer statistischen Analyse korrelierte die Serum-Methylierung der Gene stark mit dem 
jeweiligen Methylierungsstatus im Tumorgewebe (SFRP1:  Pearsons Korrelationskoeffizient 
r = 1.0, P < 0.001; DKK3: r = 0.734, P < 0.001; ITIH5: r = 0.892, P < 0.001). 
 
 
 
 
Abb. 3-49: SFRP1, DKK3 und ITIH5 Methylierung in Mammakarzinomen und korrespondierenden 
präoperativen Seren.  Methylierungsergebnisse der drei Gene in Tumorgewebe (T) und korrespondierendem 
Blutserum (S) von 20 Patientinnen. Schwarz, methyliert; weiß, unmethyliert; grün, Konkordanz zwischen Tumor 
und Serum, gelb; Diskordanz zwischen Tumor und Serum. 
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Eine praktikable Darstellung dieser Korrelationen ist der Wert der analytischen Sensitivität 
bzw. der analytischen Spezifität eines Markers. Hierbei beschreibt die Sensitivität das Maß 
der echt positiv detektierten Fälle und die Spezifität das Maß der echt negativ detektierten 
Fälle. Die beiden Maßzahlen werden nach den folgenden Formeln berechnet:  
 
 
                     echt positiv 
                        
        echt positiv + falsch negativ 
 
 
 
 
                     echt negativ 
                        
        echt negativ + falsch positiv 
 
 
 
Die analytische Sensitivität, den Methylierungsstatus des Brust-Tumorgewebes auch im 
Blutserum zu detektieren, erreichte für SFRP1 Methylierung einen Wert von 100%, für 
DKK3 Methylierung 77% und für ITIH5 Methylierung 93%. Die analytische Spezifität, den 
Methylierungsstatus im Blutserum zu detektieren, betrug für alle drei Markergene 100%. 
Somit zeigt die Methylierung von SFRP1, DKK3 und ITIH5 insgesamt eine hohe analytische 
Sensitivität und Spezifität, den jeweiligen Methylierungsstatus im soliden Mammakarzinom 
auch im Blutserum der Patientin erfassen zu können. 
 
Abschließend war zu demonstrieren, dass die Detektion der Serum-Methylierung der drei 
Gene unabhängig von klinischen Patientinnenparametern ist, und nicht etwa nur im Falle 
von späten (pT3-4), metastasierten (pN-positiven) Karzinomen zu finden ist. In Tab. 3-17 
sind wichtige kliniko-pathologische Parameter des untersuchten Kollektivs beschrieben. 
Statistisch ergaben sich keine signifikanten Assoziationen zwischen einer Detektion von 
Serum-Methylierung bzw. der Detektion von Tumor-Methylierung zu den untersuchten 
Patientinnenparametern (jedes P > 0.05; Fishers Exakt-Test). Somit war die Detektion einer 
Serum-Methylierung mittels der Gene SFRP1, DKK3 und ITIH5 unabhängig vom Alter der 
Patientin, der Tumorgröße, des Nodal-Status und des histologischen Grades. 
 
Sensitivität =  
Spezifität =  
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Tab. 3-17: Kliniko-pathologische Parameter des Serum-Kollektivs und Methylierungs-Status von 
SFRP1, DKK3 und ITIH5. 
 
 
Alter Größe
a 
(pT) 
Nodal-Statusa 
(pN) Grad 
SFRP1b 
Methylierung 
(T/S) 
DKK3b 
Methylierung 
(T/S) 
ITIH5b 
Methylierung 
(T/S) 
81 1 1 2 1/1 1/1 1/1 
68 1 n.b. 2 1/1 1/1 1/1 
45 2 1 2 0/0 0/0 1/1 
75 2 1 2 0/0 0/0 0/0 
81 2 2 3 1/1 1/0 1/1 
50 1 1 3 1/1 0/0 0/0 
72 2 2 2 1/1 1/0 1/1 
64 2 2 3 1/1 0/0 1/1 
69 2 2 2 1/1 1/1 1/1 
56 1 1 2 1/1 1/1 0/0 
74 3 2 3 1/1 1/0 0/0 
52 2 2 2 0/0 0/0 1/1 
61 1 2 3 1/1 1/1 0/0 
78 2 1 3 1/1 1/1 1/0 
59 2 1 3 1/1 1/1 1/1 
37 1 1 3 1/1 1/1 1/1 
71 4 2 2 1/1 0/0 0/0 
58 2 2 3 1/1 1/1 1/1 
61 2 1 2 1/1 1/1 1/1 
66 1 1 2 1/1 0/0 1/1 
 
aUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind et al. [2002]. bMethylierung = 1; Nicht-Methylierung = 0. n.b, nicht 
bekannt; T, Tumorgewebe; S, korrespondierendes präoperatives Serum.  
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4 Diskussion 
 
 
Die Diversität von Phänotypen in einer Population kann nicht allein durch die klassische 
Genetik beschrieben werden. So sind beispielsweise unterschiedliche Phänotypen eineiiger 
Zwillinge oder deren verschiedene Suszeptibilität für Erkrankungen nicht nur durch die 
DNA-Sequenz zu erklären [Fraga et al., 2005]. Das Konzept der Epigenetik (griech. Epi = 
über, jenseits) beschreibt solche vererbbaren Änderungen der Genregulation, welche nicht 
auf Änderungen der primären DNA-Sequenz beruhen [Holliday, 1987]. Der Begriff 
„Epigenetik“ wurde erstmalig von dem britischen Biologen Conrad Hal Waddington im 
Jahre 1939 definiert als „Zweig der Biologie, welcher die kausale Interaktion zwischen 
Genen und deren Produkten untersucht, die einen Phänotyp ausbildet.“ [Waddington, 
1939]. Der bis heute am besten untersuchte epigenetische Mechanismus ist die C5-ständige 
Methylierung von Cytosin-Basen innerhalb der DNA. Bereits 1983 konnte erstmals ein 
Zusammenhang zwischen veränderten DNA-Methylierungsmustern und der Entstehung 
humaner Tumore beschrieben werden [Feinberg et al., 1983]. Tumorgewebe wiesen 
gegenüber Normalgeweben dabei eine globale Reduktion der genomischen DNA-
Methylierung auf (Hypomethylierung). Kurze Zeit später konnte erstmalig eine zweite 
tumorrelevante epigenetische Aberration – die regionale Hypermethylierung von 
Tumorsuppressorgenen - am Beispiel des Retinoblastom-Gens gezeigt werden [Greger et al., 
1989]. Bis heute sind eine Reihe von bekannten und potenziellen Tumorsuppressorgenen 
identifiziert worden, welche im Laufe der Tumorgenese über aberrante DNA-Methylierung 
im Genpromotor inaktiviert werden [Baylin, 2005]. Die Identifizierung und 
Charakterisierung solcher an der Tumorgenese beteiligter Gene ist essenziell, um das 
komplexe Geschehen und die Dynamik der Krebsentstehung auf molekularer Ebene besser 
verstehen zu lernen. Zusätzlich beinhalten epigenetisch inaktivierte Gene ein enormes 
klinisches Potenzial, als Tumor-Biomarker oder als Interventionspunkt einer epigenetischen 
Therapie nutzbar gemacht zu werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden sechs 
humane Gene aus unterschiedlichen funktionellen zellulären Netzwerken erstmals auf eine 
mögliche Promotormethylierung im Mammakarzinom hin untersucht. Anschließend wurde 
eine potenzielle Eignung dieser erkannten Epimutation als molekularer Biomarker für diese 
Tumorentität charakterisiert. 
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4.1 Biologische Relevanz der untersuchten Gene in der Brust-Tumorgenese 
 
4.1.1 Antagonisten des kanonischen Wnt-Signalweges: SFRP1, SFRP2, SFRP5 und WIF1 
Der Wnt-Signalweg ist neben embryologischen Prozessen auch an der stetigen Erneuerung 
adulten Gewebes beteiligt, mittels welchem fundamentale Prozesse wie Zelldifferenzierung, 
Zellpolarität, Motilität und Proliferation präzise reguliert werden [Cadigan und Nusse, 
1997]. Gegenwärtig geht man davon aus, dass Wnt-Proteine drei verschiedenen 
Signalkaskaden aktivieren können: den kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalweg, den nicht-
kanonischen Planar Cell Polarity-Signalweg (PCP), sowie den Wnt/Ca2+-Signalweg. Der am 
besten verstandene kanonische Wnt-Signalweg wird aktiviert, indem Wnt-Proteine an einen 
membranständigen Rezeptor der Frizzled-Familie binden. Dieses löst eine intrazellulare 
Signalkaskade aus, die einen Destruktionskomplex, bestehend aus APC, Axin und GSK-3β, 
inhibiert. Infolgedessen steigt die Menge an cytosolischem β-Catenin, welches im Falle eines 
ruhenden Wnt-Signalwegs durch den Destruktionskomplex reduziert wird, stark an, und es 
kommt zu einer Translokation von β-Catenin in den Nukleus [Behrens et al., 1996]. Dort 
wirkt β-Catenin in einem Komplex mit TCF/LEF Proteinen als Transkriptionsaktivator, und 
induziert die Expression von Zielgenen, welche überwiegend die Zellproliferation fördern, 
wie z.B. MYC (c-myc) und CCND1 (Cyclin D1) [He at al., 1998; Mann et al., 1999; Tetsu und 
McCormick, 1999]. Inhibiert wird der kanonische Wnt-Signalweg über sezernierte 
Antagonisten der SFRP-Familie (SFRP1-5) sowie WIF1, welche Wnt-Proteine aufgrund einer 
homologen Proteindomäne (cystein-rich domain, CRD) binden können und so die 
Aktivierung des Frizzled-Rezeptors verhindern [Bafico et al., 1999]. 
 
SFRP1 
Der am besten untersuchte Wnt-Antagonist, das SFRP1, stellt nach neuesten Erkenntnissen 
möglicherweise einen zentralen Tumorsuppressor in humanen Geweben dar [Dahl et al., 
2007]. Bereits 1999 wurde erstmals ein frequenter Verlust der SFRP1 mRNA Expression im 
humanen Mammakarzinom beschrieben [Ugolini et al., 2001], welcher einige Zeit später 
auch auf der Ebene der Proteinexpression bestätigt werden konnte [Klopocki et al., 2004]. 
Diese Studie zeigte darüber hinaus, dass der SFRP1 Verlust in frühen Brust-Tumoren (pT1-
Tumore) mit einem schlechteren Überleben der Patientinnen assoziiert ist, was für die Rolle 
eines Tumorsuppressorgens spricht. Das SFRP1 Gen kodiert in einer chromosomalen 
Region (8p12), für welche ein häufiger Verlust der Heterozygosität (LOH) berichtet wurde 
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[Seitz et al., 1997], und in welcher das Vorliegen eines Tumorsuppressorgens bereits 
vermutet wurde [Lai et al., 2003]. Da in Vorarbeiten zu dieser Dissertation eine 
mutationsbedingte Inaktivierung des zweiten SFRP1 Allels in LOH-positiven 
Mammakarzinomen ausgeschlossen werden konnte [Veeck et al., 2006], wurde in dieser 
Arbeit die epigenetische Konfiguration des SFRP1 Promotors untersucht.   
Eine erste Untersuchung an Brust-Zelllinien zeigte, dass in den benignen Linien eine 
abundante SFRP1 Expression bei gleichzeitiger Nicht-Methylierung von SFRP1 vorliegt, 
wohingegen in allen malignen Linien der SFRP1 Promotor methyliert und in diesen Linien 
keine SFRP1 Expression nachweisbar war. Zusätzlich konnte in diesen Zellen die 
reprimierte SFRP1 Expression durch eine Demethylierung des SFRP1 Promotors stark 
induziert werden. Lediglich in SKBR3-Zellen war eine gesteigerte SFRP1 Expression bereits 
durch die alleinige Inkubation mit dem Histondeacetylase-Inhibitor TSA möglich. Eine 
solche Expressionsinduktion von Tumorsuppressorgenen ohne vorangegangene 
Demethylierung des Promotors war bislang nur durch die Inhibierung von Klasse III 
Histondeactylasen (HDAC) der Sirtuin-Familie, insbesondere des SIRT1 bekannt. Wie Pruitt 
und Kollegen zeigen konnten, ist ein methylierter SFRP1 Promotor in Mammakarzinom-
Zellinien zusätzlich durch die Bindung des SIRT1 inaktiviert [Pruitt et al., 2006]. Eine 
pharmakologische oder siRNA-bedingte Hemmung der SIRT1 Expression induzierte dabei 
die SFRP1 Expression stark, ohne dass der SFRP1 Promotor zuvor demethyliert wurde. 
Bislang ist allerdings eine inhibierende Wirkung von TSA auf SIRT1 in lediglich einer Studie 
beschrieben worden [Kyrylenko et al., 2003], und es kann daher nur spekuliert werden, ob 
SKBR3-Zellen, welche bei Pruitt und Mitarbeitern nicht untersucht wurden, im Gegensatz 
zu den weiteren untersuchten Zelllinien möglicherweise SIRT1 über-exprimieren, sodass 
HDACs der Klasse I/II in dieser Zelllinie möglicherweise eine nur untergeordnete Rolle 
spielen. 
Die Untersuchung des SFRP1 Promotors in primären Mammakarzinomen (n=204) ergab, 
dass dieser in 81% der Tumore methyliert vorlag, wohingegen in 26 korrespondierenden 
Brust-Normalgeweben in nur einer Probe leichte SFRP1 Methylierung festzustellen war. 
Daher stellt die Methylierung des SFRP1 Promotors im Mammakarzinom mutmaßlich eine 
tumorspezifische Aberration dar. Weiterhin korreliert die Promotormethylierung in 
Tumoren signifikant mit einem SFRP1 Expressionsverlust (87%), welcher an 86 Proben 
desselben Kollektivs ermittelt wurde. Somit konnte die bereits beschriebene Frequenz eines 
SFRP1 Verlusts im Mammakarzinom von Ugolini und Mitarbeitern [2001] (80%), Klopocki 
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und Kollegen [2004] (76%) sowie eigener Untersuchungen der Arbeitsgruppe [Veeck et al., 
2006; Dahl et al., 2007] (92%) bestätigt werden. 
Für das Kolonkarzinom wurde bereits in der Vergangenheit gezeigt, dass SFRP1 tatsächlich 
den kanonischen Wnt-Signalweg blockieren kann [Suzuki et al., 2004]. Diese Arbeit hat auch 
gezeigt, dass der SFRP1 Promotor in Kolonkarzinom-Zelllinien methyliert ist und diese 
aberrante Methylierung die Ursache der SFRP1 Gen-Inaktivierung darstellt. Weitere 
Publikationen deuten darauf hin, dass SFRP1 ein zentrales Tumorsuppressorgen in einer 
Reihe von soliden Tumoren darstellen könnte. So zeigten Shulewitz und Mitarbeiter [2006], 
dass eine Hemmung der SFRP1 Expression in einer Brustzelllinie zur direkten Aktivierung 
des Wnt-Signalweges führt. Diesen Zusammenhang konnten Schlange et al. [2007] kürzlich 
bestätigen, und sie zeigten des Weiteren, dass die durch SFRP1 Verlust vermittelte Wnt-
Aktivierung gekoppelt mit einer EGF-Rezeptor-Transaktivierung in Östrogenrezeptor-
positiven Tumorzellen therapeutische Resistenz gegenüber Tamoxifen bedingt. Daraus leitet 
sich ab, dass ein aberrant aktivierter Wnt-Signalweg im humanen Brustkrebs vielleicht 
zukünftig Angriffspunkt einer zielgerichteten Therapie sein könnte, z.B. durch die 
Inhibierung des Signalweges mittels SFRP1 in Kombination mit Tyrosin-Kinase-Inhibitoren 
gegen den EGF-Rezeptor.  
Weiter berichteten Marsit und Kollegen [2005] über eine Korrelation der 
Promotormethylierung von SFRP-Genen und der Invasivität von Blasentumoren. Lodygin et 
al. [2005] fanden eine hohe Frequenz der SFRP1 Methylierung im Prostatakarzinom, 
während Fukui et al. [2005] SFRP1 Methylierung in 55% aller primären Lungenkarzinome 
nachweisen konnten. Diese Studie zeigte auch eine klare Korrelation zwischen der SFRP1 
Methylierung und der nukleären Lokalisation von ß-Catenin, als Maß für einen aktivierten 
Wnt-Signalweg. In weiteren Tumorentitäten wurde bislang eine Abregulation von SFRP1 
durch Promotormethylierung beschrieben, so z.B. im Hepatozellulären Karzinom [Huang et 
al., 2007], in Akuter Lymphoblastischer Leukämie [Roman-Gomez et al., 2007], im 
Magenkarzinom [Nojima et al., 2007], und im Nierenkarzinom [Dahl et al., 2007], kurze Zeit 
später bestätigt durch die Arbeiten von Gumz und Mitarbeitern [2007]. Letztere Studie 
konnte für das Nierenkarzinom erstmals in einem in vivo Tiermodell nachweisen, dass 
SFRP1 tatsächlich tumorsuppressiv über proliferationshemmende Mechanismen wirkt. 
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SFRP2 
Im Gegensatz zu SFRP1 war eine potenzielle tumorsuppressive Rolle für das SFRP2-Gen in 
der Literatur nicht eindeutig beschrieben. SFRP2 stellt einen weiteren Antagonisten des 
kanonischen Wnt-Signalweges dar, dessen Expression in einer Vielzahl von humanen 
Tumorentitäten durch aberrante Promotormethylierung inaktiviert wird. Für das humane 
Mammakarzinom war jedoch zuvor eine onkogene Funktion von SFRP2 postuliert worden, 
da in Studien an caninen Brusttumoren eine frequente Überexpression des SFRP2-Proteins 
festgestellt [Lee et al., 2004] und diese mit onkogenen Eigenschaften assoziiert wurde, wie 
z.B. einer in vitro definierten Apoptose-Resistenz gegenüber UV-Exposition [Lee et al., 2004; 
Lee et al., 2006]. Somit sollte in dieser Dissertation die unbekannte Rolle von SFRP2 im 
humanen Mammakarzinom näher untersucht werden. 
Eingehende Untersuchungen an humanen Brust-Zelllinien zeigten, dass die SFRP2 mRNA 
Expression in der Mehrzahl der malignen Zelllinien deutlich herabreguliert wird, was nach 
einer quantitativen Bestimmung (Echtzeit-PCR und Pyrosequenzierung) in direktem 
Zusammenhang mit einer SFRP2 Promotormethylierung steht (P = 0.001). Daneben führte in 
SFRP2-methylierten Zelllinien eine DNA-demethylierende Behandlung zu einer starken Re-
expression der SFRP2 mRNA. Somit ist in humanen malignen Brust-Zelllinien der SFRP2 
Promotor hauptsächlich über aberrante Hypermethylierung inaktiviert. An primären 
Mammakarzinomen wurde anschließend gezeigt, dass der SFRP2 Promotor in 83% der Fälle 
(n=199) methyliert vorliegt, während untersuchte Brust-Normalgewebe (n=37) im SFRP2 
Promotor keine Methylierung aufweisen. Daher kann geschlussfolgert werden, dass der 
SFRP2 Promoter im humanen Mammakarzinom vergleichbar häufig aberrant methyliert 
vorliegt, wie dies in anderen humanen Tumorentitäten gefunden wurde, so z.B. im 
Kolonkarzinom [Suzuki et al., 2002], im Lungenkarzinom [Fukui et al., 2005] und im 
Magenkarzinom [Nojima et al., 2007]. Eine erst kürzlich publizierte Arbeit zur SFRP-
Methylierung in humanen Mammakarzinomen bestätigt darüber hinaus die hier erzielten 
Ergebnisse, da in dieser Arbeit von Suzuki und Mitarbeitern [2008] eine SFRP2 
Methylierung in 77% der untersuchten Brusttumore (n=78) gefunden wurde. 
Die Analyse der SFRP2 Proteinexpression im humanen Mammakarzinom zeigte konträre 
Ergebnisse zu der Studie in caninen Mammakarzinomen [Lee et al., 2004]. Unter 
Verwendung des identischen SFRP2-Antikörpers wurde bei gleichzeitig starker SFRP2 
Expression in Brust-Normalgeweben ein signifikanter Verlust der SFRP2 Expression in 74% 
der invasiven Brust-Tumore (n=125) detektiert. Zusätzlich war ein leichter Trend für ein 
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verkürztes Gesamt-Überleben der Patientinnen im Falle eines SFRP2 Expressions-Verlusts 
gefunden worden, welcher sich jedoch multivariat nicht als signifikant herausstellte. 
Dennoch konnte eine als onkogen beschriebene Aufregulation von SFRP2 in caninen 
Mammakarzinomen in humanen Brust-Tumoren nicht bestätigt werden. Der Nachweis 
einer SFRP2-Herabregulation im Mammakarzinom auf Basis der mRNA war jedoch nicht 
möglich, da diese in Tumoren nicht differenziell exprimiert erschien und auch nicht mit 
einer SFRP2 Methylierung korrelierte (Daten nicht gezeigt). Möglicherweise wird eine 
Methylierung von SFRP2 in Tumorzellen epithelialen Ursprungs begleitet von einer SFRP2 
Aufregulation im stromalen Bindegewebe, sodass in nicht-mikrodisseziertem Gewebe diese 
differenzielle Expression nicht detektiert werden kann. Für SFRP2 wurde dieser 
Zusammenhang im Pankreaskarzinom bereits gezeigt, da in diesem erst nach einer 
Trennung der Kompartimente Tumor/Stroma eine SFRP2 Herabregulation in Tumorzellen 
erkannt werden konnte [Crnogorac-Jurcevic  et  al.,  Oncogene  2001]. Eine andere Studie 
zeigte, dass SFRP2 mRNA tatsächlich im Stroma von humanen Mammakarzinomen 
aufreguliert ist, während sowohl in Stroma normalen Brustgewebes als auch in 
Karzinomzellen keine SFRP2 mRNA detektiert wurde [Vecchi et al., 2008]. Somit bleibt der 
Nachweis einer Korrelation von SFRP2 Methylierung und SFRP2 mRNA Herabregulation  
in primären Mammakarzinomen auf Basis mikrodissezierten Gewebes zu erbringen. 
Weitere Evidenz, dass SFRP2 im humanen Organismus einen eher tumor-suppressiven 
Charakter trägt erbrachten die Studien von Cheng et al. [2007], Nojima et al. [2007] und 
Suzuki et al [2008], welche in funktionellen in-vitro Experimenten zeigen konnten, dass  
SFRP2 anti-proliferativ, pro-apoptotisch und hemmend auf den kanonischen Wnt-
Signalweg wirkt. In dieser Dissertation wurden erste funktionelle in-vitro Experimente 
durchgeführt. Sie konnten bestätigen, dass eine forcierte SFRP2-Expression in benignen 
MCF10A-Zellen deren Proliferation hemmt, und dieser hemmende Einfluss umso größer 
wird, wenn in den Zellen WNT1 überexprimiert wird. Im Gegensatz dazu zeigte die Studie 
von Lee et al [2004B] eine anti-apoptotische Wirkung von SFRP2 auf humane maligne MCF7 
Brustzellen. Jedoch war in jener Studie ein Expressionskonstrukt auf Basis einer homologen 
caninen SFRP2 cDNA verwendet worden, während der in dieser Studie verwendete Vektor 
eine humane SFRP2 cDNA enthielt. Zusammenfassend kann daher geschlussfolgert werden, 
dass SFRP2 im humanen Mammakarzinom hoch-frequent epigenetisch inaktiviert wird, was 
zusammen genommen mit seiner biologischen Funktion, entgegen der bisherigen 
Vermutung, für die Rolle eines Tumorsuppressors spricht.  
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SFRP5 
Das dritte untersuchte Gen aus der SFRP-Familie wurde ursprünglich in einer Studie 
isoliert, welche zum Ziel hatte Apoptose-assoziierte Gene zu identifizieren [Melkonyan et 
al., 1997]. Wenig später wurde die Homologie des SFRP5-Gens (ehemals: SARP3, Secreted 
apoptosis-related protein-3) mit der SFRP-Familie gezeigt und die Funktion seines 
Genprodukts als Inhibitor des kanonischen Wnt-Signalweges erstmals charakterisiert 
[Chang et al., 1999]. Wie auch für SFRP2, so war eine mögliche Rolle von SFRP5 in der 
humanen Brusttumorgenese zu Beginn dieser Dissertation unbekannt.  
Da erst sehr wenige Daten zur SFRP5 Expression in normalen humanen Geweben publiziert 
waren, wurde eingehend die SFRP5 mRNA Expression in verschiedenen Geweben 
bestimmt. Hierbei konnten die Ergebnisse von Melkonyan und Mitarbeitern [1997] bestätigt 
werden, da SFRP5 lediglich im Pankreas stark exprimiert wird, in der Prostata sowie im 
Kolon und der Lunge nur schwach, und in Plazenta und Niere überhaupt nicht. Zusätzlich 
dazu zeigte Schilddrüsengewebe zwar keine SFRP5 Expression, humanes Magen- und 
Brustgewebe aber eine schwache SFRP5 Expression, weshalb eine biologische Funktion von 
SFRP5 in der humanen Brustdrüse vermutet wurde. 
Die anschließenden Untersuchungen an Brust-Zelllinien zeigten, dass SFRP5 mRNA 
besonders stark in benignen HMEC Zellen exprimiert wird, diese Expression aber in 
benignen MCF10A- und MCF12A-Zellen sowie fünf malignen Brust-Zelllinien nicht 
nachweisbar ist. Eine Korrelation der Expressionsstärke mit dem jeweiligen Status der 
SFRP5 Promotormethylierung ergab eine signifikante Assoziation (P = 0.043), welche durch 
eine DNA-demethylierende Behandlung von Zelllinien und anschließender Bestimmung 
der SFRP5 Expression auch funktionell bestätigt werden konnte (P = 0.006). Somit war in 
verschiedenen Brust-Zelllinien die SFRP5 mRNA Expression über den Mechanismus der 
Promotormethylierung deutlich reduziert. Die Untersuchung des SFRP5 Promotors in 
primären Mammakarzinomen (n=169) ergab, dass dieser in 73% der Tumore methyliert 
vorliegt, wohingegen in 13 korrespondierenden Brust-Normalgeweben in keiner Probe 
SFRP5 Methylierung festzustellen war. Daher stellt die Methylierung des SFRP5 Promotors 
im Mammakarzinom mit hoher Wahrscheinlichkeit eine tumorspezifische Aberration dar. 
Weiterhin korrelierte die Promotormethylierung in Tumoren signifikant mit einem SFRP5 
mRNA-Expressionsverlust (62%), woraus gefolgert werden kann, dass SFRP5, trotz einer 
nur schwachen basalen Expression in gesunden Brustzellen, im Laufe der Tumorgenese in 
einer hohen Frequenz in primären Mammakarzinomen über aberrante 
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Promotormethylierung epigenetisch inaktiviert wird. In anderen Tumorentitäten wurde 
eine SFRP5 Methylierung bereits beschrieben, so z.B. im Kolonkarzinom [Suzuki et al., 
2004], im Lungenkarzinom [Marsit et al., 2006] und im Magenkarzinom  [Nojima et al., 
2007]. In Kolonkarzinomzellen konnten Suzuki und Mitarbeiter [2004] zeigen, dass eine 
forcierte SFRP5 Expression die nukleäre TCF/LEF-Aktivität, als Maß für einen aktivierten 
Wnt-Signalweg, inhibiert. Dieses war begleitet von einer transkriptionellen Herabregulation 
des Wnt-Zielgens MYC, einer Sensitivierung der Zellen für apoptotische Stimuli und einer 
verminderten Proliferationsrate. Zusammengenommen spricht dies für die Hypothese eines 
potenziellen Tumorsuppressorgens. Dennoch war eine fundamentale Rolle von SFRP5 in 
der Brusttumorgenese aufgrund seiner schwachen Expression in gesundem Brustgewebe im 
Vergleich zur starken Expression von SFRP1 und SFRP2 noch fraglich. Ein weiterer 
experimenteller Ansatz in Mammakarzinomzellen zeigte jedoch, dass die SFRP5 mRNA-
Expression durch exogene Wnt-Stimuli (WNT1-Überexpression, Hemmung der GSK-3β-
Aktivität und Aktivierung des EGF-Rezeptors) signifikant stärker induziert wurde als die 
SFRP1 bzw. SFRP2-Expression. Nach einem Wnt-Stimulus wurde in diesen Zellen SFRP5 
vergleichbar stark wie SFRP1 und SFRP2 exprimiert. Somit könnte SFRP5 auch im humanen 
Brustgewebe die Funktion eines Tumorsuppressors besitzen, dessen protektive Eigenschaft 
erst in einem bestimmten tumorgenen zellulären Kontext zum Tragen kommt. 
 
WIF1 
WIF1 stellt einen weiteren Inhibitor des kanonischen Wnt-Signalwegs dar [Hsieh et al., 
1999]. Eine Herabregulation der WIF1 Expression wurde bereits für Tumore der Mamma, 
der Blase, der Lunge und der Prostata beschrieben [Wissmann et al., 2003], und die Rolle 
eines potenziellen Tumorsuppressorgens postuliert. Eine Beteiligung von aberranter WIF1 
Methylierung an der Entstehung des humanen Mammakarzinoms wurde ebenfalls 
beschrieben [Ai et al., 2006]. Diese Studie zeigte, dass viele maligne Brustzelllinien einen 
methylierten WIF1 Promotor aufweisen, was zu einem Verlust der WIF1 mRNA Expression 
führt. Eine in vitro Demethylierung des WIF1 Promotors resultierte in einer starken 
Reexpression des Gens. Die in dieser Dissertation durchgeführten Untersuchungen zur 
WIF1 Methylierung im Mammakarzinom dienten dem Zweck von Korrelationsanalysen mit 
klinischen Patientinnenparametern, welche im folgenden Kapitel beschrieben werden. 
Zunächst konnte die von Ai und Mitarbeitern [2006] ermittelte hohe Frequenz einer WIF1 
Methylierung im Mammakarzinom (67%; n=24) in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden 
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(62%; n=170). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass WIF1 in gesundem Brustgewebe 
unmethyliert vorliegt, und somit diese Epimutation mutmaßlich eine tumorspezifische 
Aberration im humanen Mammakarzinom darstellt. 
 
4.1.2 Putativer Inhibitor des nicht-kanonischen Wnt-Signalweges: DKK3 
Die Familie der DKK-Gene kodiert in Säugern für eine weitere Klasse von extrazellulären 
Wnt-Antagonisten [Krupnik et al., 1999]. Die Besonderheit von DKK1, DKK2 und DKK4 
gegenüber Wnt-Antagonisten der SFRP-Familie und WIF1 besteht darin, dass diese 
Moleküle keine Wnt-Liganden binden, sondern die an der Aktivierung des kanonischen 
Signalwegs beteiligten Ko-Rezeptoren LRP5 und LRP6 blockieren [He et al., 2004].  DKK3 
hingegen bindet weder Wnt-Liganden noch LRP5/6 [Mao et al., 2001; Mao und Niehrs, 
2003], und eine inhibierende Funktion auf den kanonischen Wnt-Signalweg wird aktuell 
kontrovers diskutiert [Hoang et al., 2004; Kawano et al., 2006]. Verschiedene Studien weisen 
darauf hin, dass DKK3 möglicherweise den nicht-kanonischen Wnt-Signalweg (PCP) 
inhibiert [Abarzua et al., 2005; Lodygin et al., 2006; Sato et al., 2007; Kawasaki et al., 2008], 
welcher zelluläre Eigenschaften wie Adhäsion, Motilität und Zellpolarität [Henderson et al., 
2006] über die Aktivierung von c-Jun Kinasen (JNK) reguliert [Tada et al., 2002].  
Die eingehenden Untersuchungen zur DKK3 Regulation im humanen Mammakarzinom 
ergaben, dass dessen mRNA Expression in Brust-Zelllinien häufig über 
Promotormethylierung inaktiviert wird, und diese Expressionsinaktivierung durch eine 
demethylierende in-vitro Behandlung wieder aufgehoben werden kann. In primären 
Mammakarzinomen konnte ebenfalls eine frequente Methylierung des DKK3 Promotors in 
61% der untersuchten Fälle detektiert werden (n=176), während alle untersuchten Brust-
Normalgewebe (n=19) im DKK3 Promotor unmethyliert waren. Somit stellt auch die DKK3 
Promotormethylierung eine mutmaßlich tumorspezifische Aberration in der humanen 
Brusttumorgenese dar. Eine Methylierung des DKK3 Promotors war zusätzlich signifikant 
mit einem ermittelten DKK3 mRNA Expressionsverlust in ca. 70% der Brusttumoren 
assoziiert. Ein signifikanter Verlust der DKK3 Expression konnte ebenso auf Basis der 
Proteinexpression bestätigt werden. Daher wurde gezeigt, dass DKK3 in einer hohen 
Anzahl primärer Brusttumore im Laufe der Tumorgenese epigenetisch inaktiviert wird.  
Eine epigenetische Inaktivierung von DKK3 wurde bereits für verschiedene Tumorentitäten 
beschrieben, wie z.B. im Lungenkarzinom [Nozaki et al., 2001], im Prostatakarzinom 
[Lodygin et al., 2005] und im Blasenkarzinom [Urakami et al., 2006B]. Im Lungenkarzinom 
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wurde eine Rolle der DKK3 Methylierung in der Tumorprogression vermutet, da dessen 
Methylierungsfrequenz ausgehend von Lungen-Normalgewebe, über niedriggradige 
(differenzierte) und hochgradige (entdifferenzierte) atypische adenomatöse Hyperplasien 
bis hin zum invasiven Adenokarzinom stetig anstieg [Licchesi et al., 2008]. Auch im 
Prostatakarzinom ist die Assoziation eines DKK3 Expressionsverlusts besonders in 
hochgradigen Tumoren beschrieben worden [Kawano et al., 2006]. Zusätzlich konnte in 
dieser Studie gezeigt werden, dass eine siRNA-vermittelte Hemmung der DKK3 Expression 
die azinäre Prostata-Morphologie vollständig disruptiert. Unter der Annahme, dass DKK3 
tatsächlich den nicht-kanonischen Wnt-Signalweg reguliert, wäre diese Zerstörung der 
Gewebestruktur wahrscheinlich auf den Verlust der Zellpolarität, eine verminderte 
Adhäsions- und eine gesteigerte Migrationsfähigkeit zurückzuführen. Unterstützt wird eine 
progressionshemmende Rolle von DKK3 auch durch die Ergebnisse aus in vivo Studien, 
welche zeigten dass eine Re-Expression von DKK3 die Aggressivität von Tumoren mindert, 
und deren progressiven Verlauf günstig beeinflussen kann. So hemmte z.B. eine adenoviral-
vermittelte DKK3 Überexpression signifikant das Tumorwachstum in Hodenkarzinomen 
[14]. Ein ähnliches Verfahren führte in orthotopen Maus-Modellen zu einer vollständigen 
Tumorregression des Prostatakarzinoms, einer verminderten Metastasierung und damit zu 
einer signifikanten Lebensverlängerung der Maus [Edamura et al., 2007]. Für das humane 
Mammakarzinom wurde kürzlich ein vergleichbares Xenotransplantations-Modell 
publiziert: in dieser Arbeit zeigten Kawasaki und Kollegen [2008], dass ein 
gentherapeutischer Einsatz von DKK3 nicht nur in der Lage war, das weitere Wachstum 
eines bestehenden Tumors zu inhibieren, sie zeigten darüber hinaus auch, dass DKK3 die 
Fähigkeit besitzt chemoresistente Mammakarzinomzellen (MCF7/ADR) für eine 
zytotoxische Behandlung mit Doxorubicin zu re-sensitivieren.  Allen Ergebnissen nach 
scheint DKK3 ein bedeutendes neues Tumorsuppressorgen in humanen Geweben 
einschließlich der Brust darzustellen, dessen genauer Wirkungsmechanismus in weiteren 
Studien erst noch untersucht werden muss. Jedoch zeigen die Ergebnisse aus dieser 
Dissertation bereits, dass falls es zu einem gentherapeutischen/pharmakologischen Einsatz 
von DKK3 in Tumorerkrankungen kommen sollte, die Ziel-Population von Brustkrebs-
Patientinnen, welche unter einem DKK3 Expressionsverlust leiden, beachtlich hoch ist. 
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4.1.3 Stabilisator der Extrazellulär-Matrix: ITIH5 
Die Bedeutung von Inter-α-Trypsin-Inhibitoren (ITI) in der Karzinogenese epithelialer 
Tumore wird zunehmend erkannt. Der ITI-Proteinkomplex, funktionell der Gruppe der 
Serin-Protease-Inhibitoren vom Kunitz-Typ zugehörig [Salier et al., 1996], besteht aus einer 
leichten Kette (Bikunin) sowie einer oder zwei homologen schweren Ketten (heavy chains, 
ITIH), die über ein Chondroitinrückgrat kovalent miteinander verknüpft sind [Enghild et 
al., 1991; Salier et al., 1996]. Bikunin stellt eine inhibitorische Komponente für 
Plasmaproteasen wie Trypsin und Plasmin dar [Kobayashi et al., 2004], wohingegen die 
schweren Ketten über eine Veresterung mit Hyaluronsäure zur Integrität und Stabilität der 
Extrazellulärmatrix (ECM) beitragen [Huang et al., 1993]. Dabei bewirkt die Bindung von 
ITIH an Hyaluronsäure, dass diese zu stabilen Fibrillen vernetzen, den sog. cable-like 
structures. Eine tumorbiologische Relevanz konnte den schweren Ketten (ITIHs) der ITI-
Familie bereits nachgewiesen werden. Die Erkenntnis, dass ITIHs selbst, unabhängig der 
leichten Kette, mit der ECM interagieren und durch kovalente Verknüpfungen mit  
Hyaluronsäure zu einer Stabilisierung der ECM beitragen können [Chen et al., 1994], ließ 
die ITIH Genfamilie in den Fokus erster onkologischer Studien rücken. So konnte z.B. 
gezeigt werden, dass eine Überexpression von bestimmten ITIHs die Anzahl der Metastasen 
in einem Lungenkarzinom-Mausmodell reduziert und des Weiteren die in vitro 
Zelladhäsion erhöht [Paris et al., 2002], was für eine Rolle der ITIHs in der 
Tumorprogression spricht. 
ITIH5 wurde in vorangegangenen Arbeiten der AG Dahl als neuestes Mitglied der ITIH 
Genfamilie identifiziert und charakterisiert [Himmelfarb et. al. 2004]. So wurde erstmals 
gezeigt, dass die ITIH5 mRNA Expression in einer Vielzahl humaner Mammakarzinome 
herabreguliert wird [Himmelfarb et al., 2004; Hamm et al., 2008]. Da ITIH5 als einziges Gen 
der ITIH-Familie eine CpG-Insel im Genpromotor trägt, wurde die epigenetische 
Konfiguration des ITIH5 Promotors in der vorliegenden Arbeit erstmals in einer humanen 
Tumorentität untersucht. Trotz intensiver Etablierungsversuche gelang es jedoch nicht, 
geeignete methylierungs-spezifische Primer zu etablieren, die den Methylierungsstatus in 
der Nähe des annotierten Transkriptionsstarts detektieren konnten (siehe Abb. 3-36). Somit 
wurde eine genomische Region ca. 800 bis 1000 bp stromaufwärts des Transkriptionsstarts 
gewählt, in welcher typische Sequenzmotive als Bindestellen für essenzielle 
Transkriptionsfaktoren vorkommen (CCAT/enhancer-binding-protein, MYC-MAX und GC-
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Box Elemente). Eine mögliche Methylierung dieser Transkriptionsfaktor-Bindestellen sollte 
demnach mit einer Reduktion der mRNA Transkription einhergehen.  
Erste Untersuchungen an Brust-Zelllinien zeigten, dass eine Methylierung dieser Region des 
ITIH5 Promotors tatsächlich mit einer ITIH5 mRNA-Herabregulation im Zusammenhang 
steht. Zum Einen wurde in allen Zelllinien, welche keine ITIH5 Expression aufzeigten, ITIH5 
Methylierung detektiert, und zum Anderen konnte die reduzierte ITIH5 Expression in 
diesen Zellen durch eine Demethylierung des ITIH5 Promotors wieder stark induziert 
werden. Zwischenzeitlich gelang es einer anderen Arbeitsgruppe methylierungs-spezifische 
ITIH5 Primer in der Nähe des Transkriptionsstarts zu etablieren (Oliver Galm, Medizinische 
Klinik IV). Der jeweils gefundene Methylierungsstatus wurde mit dem Status der weiter 
stromaufwärts gelegenen Region als identisch bestätigt [persönliche Mitteilung O. Galm]. In 
171 primären Mammakarzinomen wurde eine ITIH5 Methylierung in 68% der Fälle 
detektiert, wohingegen in nur einer von zehn korrespondierenden Normalgewebe-Proben 
eine schwache ITIH5 Methylierung erkennbar war. Somit ist eine gefundene ITIH5 
Methylierung im Mammakarzinom als tumor-spezifische Aberration anzusehen. Die 
anschließende Expressionsanalyse an 39 zufällig ausgewählten Tumoren des Kollektivs 
bestätigte, dass eine ITIH5 Methylierung signifikant mit der Herabregulation der ITIH5 
mRNA korrelierte (sie Abb. 3-40), und somit ITIH5 Methylierung als hauptsächlicher 
Mechanismus des ITIH5 Expressionsverlusts im Mammakarzinom identifiziert werden 
konnte. Da dies die erste epigenetische Analyse des ITIH5 Promotors überhaupt ist, kann 
dieser Befund nicht mit Ergebnissen weiterer Studien verglichen werden. Ein ähnlich hoher 
Verlust der ITIH5 mRNA Expression wurde jedoch bereits für das Mammakarzinom 
publiziert. Himmelfarb und Kollegen [2004] beschrieben mittels Northern Blot Analyse 
einen Verlust in 89% (n=9), mittels Echtzeit PCR in 100% (n=5) und mittels in situ 
Hybridisierung in 80% (n=20) der untersuchten Tumore. In der vorliegenden Arbeit wurde 
ein ITIH5 Expressionsverlust in 77% der Fälle (n=39) detektiert. Es ist anzumerken, dass 
hierbei die ITIH5 Expression lediglich auf eine Brust-Normalgewebereferenz bezogen 
wurde, wobei bei Himmelfarb et al. das jeweils korrespondierende Brust-Normalgewebe 
verglichen wurde, was zu leichten Abweichungen in der ermittelten Frequenz führen kann.  
In einer weiteren Studie, auf Basis von Northern Blot Hybridisierung an Cancer Profiling 
Arrays, wurde ein ITIH5 mRNA Expressionsverlust in 52% von korrespondierenden Brust-
Normal/Mammakarzinomproben (n=50) festgestellt [Hamm et al., 2008]. Diese Studie 
zeigte darüber hinaus, dass von allen untersuchten Tumorentitäten das Mammakarzinom 
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am häufigsten von einem ITIH5 Expressionsverlust betroffen ist, wohingegen der Verlust 
z.B. im Kolon-, Magen- und Lungenkarzinom deutlich geringer war. Demnach könnte ITIH5 
ein insbesondere für die Mamma-Biologie essenzielles Molekül darstellen, dessen häufiger 
Verlust im Brustkrebs vermutlich an der Instabilität der Extrazellulärmatrix beteiligt sein 
könnte.   
Ein weiterer interessanter Aspekt des ITIH5 Expressionsverlusts im Mammakarzinom 
wurde durch die immunhistochemische Färbung des ITIH5 Proteins an einem Gewebe-
Mikroarray erkannt. Hierbei bestätigte sich einerseits der bereits ermittelte mRNA Verlust, 
da das ITIH5 Protein in 42% der Fälle (n=217) vollständig verloren war, und in weiteren 
28% reduziert vorlag, bei gleichzeitig starker ITIH5 Expression in Brust-Normalgeweben. 
Darüber hinaus war jedoch ITIH5 auch in allen Fällen (n=10) der nicht-invasiven Vorstufen 
eines invasiven Mammakarzinoms (Carcinoma in situ, CIS) stark exprimiert, was darauf 
hindeutet, dass der Verlust der ITIH5 Expression im Laufe der Progression erst nach der 
Stufe des CIS  erfolgt, bzw. der ITIH5 Verlust eines CIS die Transition vom nicht-invasiven 
in einen invasiven Tumor begünstigen könnte. Unterstützt wird diese Hypothese dadurch, 
dass insbesondere Nodal-negative Patientinnen mit ITIH5 Verlust ein frühes Rezidiv 
erleiden und eine verkürzte Überlebenszeit haben, während der ITIH5 Verlust im Tumor 
von Nodal-positiven Patientinnen keine Assoziationen mit dem Auftreten von Rezidiven 
oder verkürztem Gesamtüberleben zeigt (siehe Abb. 3-42). In Nodal-negativen Tumoren 
könnte demnach ITIH5 ein maßgeblicher Faktor sein, der die weitere Progression einer 
eventuell vorhandenen minimalen Residualerkrankung verhindert, wohingegen in Nodal-
positiven Tumoren der protektive Effekt von ITIH5 durch den Erwerb weiterer 
Progressions-fördernder Faktoren minimiert wird.  
Ein potenzieller Zusammenhang von ITIH5 mit der Tumorprogression konnte in einem 
weiteren, unabhängigen Tumor-Kollektiv anhand der ITIH5 Promotormethylierung 
bestätigt werden. Hierbei zeigte sich ebenfalls ein Zusammenhang von ITIH5 Methylierung 
mit dem frühen Auftreten von Rezidiven und einem verkürzten Überleben der Brustkrebs-
Patientin (siehe Abb. 3-46). Zusätzlich war ITIH5 Methylierung mit klinischen Eigenschaften 
der Metastasierung assoziiert (positiver Nodal-Status, Anzahl der befallenen Lymphknoten 
und Auftreten von Fernmetastasen). Die Assoziation zum Patientinnen-Überleben wird in 
Kapitel 4.2.1 näher besprochen, jedoch kann zusammenfassend festgestellt werden, dass der 
Methylierungs-bedingte Verlust der ITIH5 Expression im Mammakarzinom essenziell den 
Prozess der Tumorprogression fördert. Eine epigenetische Inaktivierung von Adhäsions- 
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und Zell-Matrix-Molekülen in der Tumorgenese ist bislang erst für wenige Beispiele 
bekannt, so. z. B. für E-Cadherin [Graff et al., 1995] oder TIMP3 [Bachman et al., 1999]. ITIH5 
kann funktionell zu dieser Gruppe gezählt werden, in welcher Proteinverluste maßgeblich 
die Zelladhäsion, Migration und proteolytische Aktivität von ECM-Komponenten 
beeinflussen, sodass die Entstehung eines invasiven Karzinoms aus nicht-invasiven 
Präkanzerosen begünstigt wird. Erste funktionelle Experimente untermauern diese 
Annahme: Ein Verlust von ITIH5 fördert einen hoch-progressiven Phänotyp in malignen 
Brust-Zelllinien, dargestellt durch ein erhöhtes Proliferations-, Migrations- und 
Invasionsvermögen, sowie einer verminderten Adhäsionsfähigkeit [Diplomarbeit und 
Dissertation Michael Rose, AG Dahl]. Dieses spricht zusammen genommen mit der 
prognostischen Kraft des Moleküls sowohl auf Expressions- als auch auf 
Methylierungsebene und der Assoziation mit klinischen Parametern der Metastasierung 
stark für die Funktion eines Tumorsuppressorgens bzw. eines Metastasierungsrepressors. 
 
 
4.2 Klinische Relevanz der DNA-Methylierung beim Brustkrebs 
 
4.2.1 Eignung der DNA-Methylierung als prognostischer Biomarker 
Bislang sind in der Literatur erst wenige DNA-Methylierungsmarker beschrieben worden, 
welche im Zusammenhang mit einem verkürzten Überleben von Brustkrebspatientinnen 
stehen. Solche prognostischen Biomarker sind jedoch klinisch von besonderem Interesse, da 
sie ggf. besser als bislang möglich zwischen Hochrisiko- und Niedrigrisiko-Patientinnen 
unterscheiden, und somit zur Optimierung einer individuellen Therapie beitragen können. 
Im Idealfall könnte bei Niedrigrisiko-Patientinnen mit sehr guter Prognose ganz auf eine 
adjuvante Therapie verzichtet werden, wohingegen bei Hochrisiko-Patientinnen mit 
ungünstiger Prognose eine aggressivere Form der adjuvanten Therapie indiziert wäre. Einer 
der bislang am besten evaluierten Marker, die PITX2-Methylierung, besitzt eine 
prognostische Wertigkeit, jedoch maßgeblich in der Subgruppe der Hormonrezeptor-
positiven/Nodal-negativen Tumore [Harbeck et al., 2005; Nimmrich et al., 2008; Harbeck et 
al., 2008]. Weitere vorgeschlagene Marker, wie z.B. die Methylierung von CDH1 und GSTP1 
zeigen eine Limitierung als prognostischer Marker aufgrund ihrer starken Assoziation mit 
anderen prognostischen Faktoren, wie dem Nodal-Status [Shinozaki et al., 2005], wodurch 
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die Qualität dieser Marker im Hinblick auf eine zusätzliche prognostische Information 
begrenzt ist. 
In dieser Arbeit wurde ein Zusammenhang der Promotormethylierung von SFRP1, SFRP2, 
SFRP5, WIF1, DKK3 und ITIH5 mit der Überlebenszeit von Brustkrebspatientinnen 
untersucht. Als erste Analysemethode wurde dazu die univariate Analyse nach Kaplan-
Meier [Kaplan und Meier, 1958] gewählt. Im vorliegenden Patientinnenkollektiv waren nach 
dieser Methode die Methylierung von DKK3 und ITIH5 signifikant mit dem rezidivfreien 
Überleben der Patientinnen assoziiert. Tumore, in welchen eines der beiden Gene methyliert 
vorlag, führten häufiger und in kürzerer Zeit zum Auftreten eines Rezidivs. Ob es sich bei 
der Rezidivbildung vermehrt um Lokalrezidive oder Fernmetastasen handelt, konnte aus 
den verfügbaren klinischen Daten nicht ermittelt werden. Da für ITIH5 Methylierung 
ebenfalls ein Zusammenhang mit klinischen Faktoren der Metastasierung gefunden wurde 
(Lymphknoten- und Fernmetastasierung), deutet auch das verkürzte rezidivfreie Überleben 
darauf hin, dass solche ITIH5-methylierten Tumore ein besonders hohes Potenzial 
aufweisen, in umliegende Gewebe zu metastasieren, und aufgrund von eventuell 
vorhandener minimaler Residualerkrankung neue Tumoren auszubilden. Obwohl für eine 
DKK3 Methylierung keine Korrelation mit Progressions-relevanten kliniko-pathologischen 
Faktoren gefunden wurde, zeigt dennoch hier die verkürzte rezidivfreie Überlebenszeit an, 
dass DKK3-methylierte Tumore scheinbar ein grundsätzlich höheres Potenzial der 
Tumorprogression aufweisen, wie es auch schon Edamura und Kollegen [2007] im 
Prostatakarzinom von Mäusen zeigen konnten. Zusätzlich zum rezidivfreien Überleben 
wurde eine DKK3 Methylierung und ITIH5 Methylierung auch im Gesamtüberleben der 
Brustkrebs-Patientinnen als negativer prognostischer Faktor identifiziert. In dieser Analyse 
stellte sich die prognostische Kraft besonders anhand der Lebenstafeln dar (Abb. 3-47): so 
waren nach 10 Jahren lediglich 5% bzw. 3% der Patientinnen mit unmethyliertem DKK3 
bzw. ITIH5 an den Folgen der Krebserkrankung verstorben, während die Sterberate im Falle 
von Methylierung dieser Gene bei 60% (DKK3) und 55% (ITIH5) lag. Ob bei Patientinnen, 
die keine Methylierung in diesen Genen tragen, tatsächlich auf eine Chemotherapie hätte 
verzichtet werden können kann nicht gesagt werden, da das Kollektiv nicht allein aus 
Therapie-naiven Patientinnen bestand. Somit kann eine mögliche Wirkung von DKK3 und 
ITIH5 oder die Methylierung der beiden Genpromotoren auf das Ansprechverhalten einer 
bestimmten Therapieform nicht ausgeschlossen werden. Dieses zu ermitteln ist das Ziel 
aktueller weiterer Untersuchungen der AG Molekulare Onkologie am UK Aachen. 
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Zumindest für DKK3 Methylierung konnte eine Eignung als prognostischer Marker in 
weiteren Tumorentitäten bereits gezeigt werden, wie in der Akuten Lymphoblastischen 
Leukämie [Roman-Gomez et al., 2004], im Nierenkarzinom [Urakami et al., 2006B] und erst 
kürzlich auch im Lungenkarzinom [Suzuki et al., 2007]. 
Eine gewisse Wertigkeit als prognostischer Faktor konnte ebenfalls für eine SFRP1 und 
SFRP5 Methylierung ermittelt werden, welche jeweils ein verkürztes Gesamtüberleben, 
jedoch nicht ein ungünstigeres rezidivfreies Überleben der Brustkrebspatientinnen 
anzeigten. Da aber die Rezidivbildung letztendlich die Hauptursache für ein Versterben an 
Brustkrebs darstellt, würden diese beiden Marker Patientinnen identifizieren, welche trotz 
einer Rezidivbildung eine bessere Überlebenschance hätten. Dieses könnte darin begründet 
liegen, dass zwischen der Art des Rezidivs (Lokal/Fern) und einer SFRP1 und/oder SFRP5 
Methylierung ein weiterer Zusammenhang besteht, welcher anhand des vorliegenden 
Kollektivs nicht näher untersucht werden konnte. Hinweise aus der Literatur gibt es für 
diese Annahme bislang jedoch nicht. Die Methylierung der weiteren Gene SFRP2 und WIF1 
zeigte weder eine Assoziation mit dem rezidivfreien noch mit dem Gesamtüberleben, was 
mit einer gewissen Redundanz der biologischen Funktion der Wnt-Antagonisten erklärt 
werden könnte. Zwar zeigten Urakami und Mitarbeiter im Nierenkarzinom [2006A], dass 
generell eine Methylierung von Wnt-Antagonisten ein schlechteres Überlegen anzeigt, 
jedoch wurde in dieser Studie die Methylierung von SFRP1, SFRP2, SFRP4, SFRP5, WIF1 
und DKK3 in einem „M-Score“ zusammengefasst, sodass einzelne prognostisch relevante 
Gene von möglicherweise prognostisch irrelevanten Genen nicht getrennt wurden. 
 
Die multivariate Cox Regressionsanalyse [Cox, 1972] bietet die Möglichkeit zu überprüfen, 
ob die prognostische Assoziation eines univariat ermittelten Faktors unabhängig von 
weiteren prognostischen Faktoren des Mammakarzinoms ist, und somit tatsächlich eine 
zusätzliche Prognosis-relevante Information beinhaltet. Beispielsweise sind molekulare 
Faktoren, welche stark mit einem positiven Nodal-Status assoziiert sind, nicht selten auch 
mit einer schlechteren Prognose assoziiert, wie dies auch am Beispiel der SFRP2 
Proteinexpression in dieser Arbeit gezeigt wurde (Kap. 3.2.3). Da aber der Nodal-Status 
selbst den bislang stärksten Prognose-Marker im Mammakarzinom darstellt [Carter et al., 
1989; Zugmaier et al., 2003], ist eine Unabhängigkeit der Prognose-Information von solchen 
Faktoren erst noch zu zeigen. 
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In dieser Arbeit konnte die Methylierung von DKK3 und ITIH5 im Mammakarzinom auch 
multivariat als signifikanter und unabhängiger prognostischer Faktor ermittelt werden. Eine 
multivariate Unabhängigkeit für SFRP1 bzw. SFRP5 Methylierung bestätigte sich indes 
nicht. Dieses ist insbesondere für ITIH5 interessant, da dessen Methylierung bereits stark 
mit Faktoren der Metastasierung assoziiert ist, und dennoch seine Methylierung eine vom 
Nodal-Status unabhängige prognostische Information enthält. Tatsächlich überragen DKK3 
und ITIH5 Methylierung als prognostische Faktoren sowohl im rezidivfreien als auch im 
Gesamtüberleben klassische Prognosefaktoren wie Tumorgröße, Nodal-Status und 
Histologischer Grad, dargestellt durch ein höheres relatives Ereignisrisiko (hazard ratio, HR). 
Diese HR war im Gesamtüberleben deutlich höher (ITIH5: 10.7; DKK3: 24.0) als bislang 
ermittelte Risiken für klassische Faktoren, wie z.B. den Nodal-Status (HR 2.4) [Kato et al., 
2001] oder den Histologische Grad (5.7) [Warwick et al., 2004]. Daneben war das Risiko 
ebenfalls höher als das aktuell etablierter molekularer Faktoren wie z.B. dem Tissue 
urokinase-type plasminogen activator/inhibitor (uPA/PAI)-System, welches im Falle hoher 
Expression im Brustkrebs ein fünffach erhöhtes Risiko im Gesamtüberleben anzeigt, an den 
Folgen des Tumors zu versterben [Ferrero-Pous et al., 2000]. Zusammen genommen mit der 
mutmaßlichen Gewebespezifität für neoplastische Zellen könnte sowohl die DKK3 
Methylierung als auch die ITIH5 Methylierung zukünftig einen wertvollen prognostischen 
Marker des Mammakarzinoms in der klinischen Onkologie darstellen. Jedoch müssen 
weitere prospektive Studien die in dieser Arbeit ermittelte herausragende prognostische 
Kraft im Brustkrebs erst noch validieren. 
 
 
4.2.2 Eignung der DNA-Methylierung als diagnostischer Biomarker 
Diagnostische Marker, die geeignet sind eine Brustkrebserkrankung früh zu detektieren, 
sind bislang in der klinischen Routine noch nicht etabliert. Am weitesten verbreitet sind z. 
Zt. die serologischen Marker CEA und CA 15-3, jedoch ist deren klinische Sensitivität in 
frühen Brustkrebsstadien so gering [Dnistrian  et al., 1991; Gion t al., 1991; Molina et al., 
1998], dass ein genereller Einsatz als diagnostischer Marker zur Brustkrebsfrüherkennung 
von der European Group on Tumor Markers (EGTM) nicht empfohlen wird. Ein großes 
Potenzial für neue diagnostische Marker liegt in der DNA-Methylierung von 
tumorrelevanten Genen, da dieses in vielen Fällen ein frühes und verglichen mit 
strukturellen Aberrationen häufiges Ereignis in der Tumorgenese darstellt.  
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Über das Auftreten einer frühen Methylierung der hier untersuchten Gene, beispielweise in 
Präkanzerosen des Mammakarzinoms, kann mangels geeigneten Proben-Materials keine 
Aussage getroffen werden. Jedoch wurde gezeigt, dass in allen Genen die Frequenz einer 
Methylierung in invasiven Brusttumoren relativ hoch ist (61% bis 83%) und diese 
Methylierung eine hohe Spezifität für neoplastische Zellen besitzt. Durch die Kombination 
der frequentesten Marker SFRP1 und SFRP2 wäre ein invasives Mammakarzinom in 96% 
der Fälle detektiert worden. Bei der Anwendung aller sechs Marker wäre über die 
Positivität nur einer der Marker ein invasives Mammakarzinom sogar in 98% der Fälle als 
solches erkannt worden.  
Insbesondere die SFRP2 Methylierung ist in vielen Tumorentitäten bereits als hochfrequente 
tumorspezifische Aberration beschrieben worden. In allen Studien lag die Frequenz über 
50% der Fälle, und reichte von 52% im Lungenkarzinom [Fukui et al., 2005] bis zu 96% im 
Magenkarzinom [Cheng et al., 2007; Nojima et al., 2007]. Daher könnte SFRP2 Methylierung 
einen ubiquitären Pan-Tumormarker darstellen, welcher in verschiedensten 
Tumorerkrankungen eine hohe Positivität aufweist. Erste Schritte zur Etablierung von 
SFRP2 Methylierung als diagnostischem Marker wurden bereits unternommen. So konnten 
Urakami und Kollegen [2006B] zeigen,  dass von allen untersuchten Wnt-Antagonisten, 
SFRP2 Methylierung die stärkste diagnostische Kraft besaß, anhand von Urinproben das 
Vorhandensein eines Blasenkarzinoms vorherzusagen. Weiter in der Entwicklung ist die 
Etablierung von SFRP2 Methylierung als Diagnosemarker beim Darmkrebs. Nicht zuletzt 
aufgrund seiner hohen Frequenz in dieser Tumorentität (83-90%) [Qi et al., 2006, Suzuki et 
al., 2004] gelang es in mehreren Studien, SFRP2 Methylierung als vielversprechenden 
sensitiven und spezifischen Screening-Marker des Kolonkarzinoms zu evaluieren [Müller et 
al., 2004; Huang et al., 2007; Oberwalder et al., 2008]. Dieser Marker war in der Lage, selbst 
früheste Tumorstadien, wie. z.B. Adenome, anhand von Stuhlproben zu detektieren. Für das 
Mammakarzinom steht eine solche Evaluierung in frühen Tumorstadien, sowie die 
Bestimmung dieses Markers in leicht zugänglichen Körperflüssigkeiten, z.B. in Blutserum 
noch aus. 
Erste Untersuchungen der Methylierung von SFRP1, DKK3 und ITIH5 an präoperativen 
Blutseren von Mammakarzinom-Patientinnen waren jedoch vielversprechend. So wurde für 
jedes der drei Gene eine Spezifität von 100% ermittelt, da in den Blutseren in keinem Fall ein 
Marker positiv war, wenn er es im primären Tumor nicht war. Im Gegensatz dazu variierte 
die Sensitivität der Marker, und diese betrug 77% für DKK3, 93% für ITIH5 und 100% für 
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SFRP1. Daraus kann geschlossen werden, dass aus dieser Gruppe SFRP1 vermutlich einen 
idealen diagnostischen Marker im Mammakarzinom darstellen könnte. Weitere Studien 
werden zeigen, ob die quantitative Erfassung des Methylierungsstatus in Blutseren z.B. 
mittels Pyrosequenzierung, die Qualität dieser Vorversuche bestätigen kann. Sollte dies der 
Fall sein, so könnte aus der besten Kombination der hier gezeigten Marker ein ideales 
Methylierungs-Panel abgeleitet werden, welches möglicherweise einen diagnostischen und 
einen prognostischen Test für Brustkrebs in nur einer Untersuchung vereint. 
 
 
4.3 Ausblick 
 
Die in dieser Arbeit vorgeschlagenen prognostischen und diagnostischen DNA-
Methylierungsmarker bedürfen intensiver, weiterer Evaluierungsstudien, um einen 
potenziellen klinischen Einsatz zu ermöglichen. Idealerweise sollten dafür zuerst 
retrospektive Studien an Therapie-naiven Patientinnen den möglichen Einfluss einer 
bestimmten Therapieform auf die Markerqualität ausschließen können, bevor in 
prospektiven Studien die diagnostische bzw. prognostische Kraft der Marker weiter 
evaluiert werden kann. Zusätzlich muss die Gültigkeit der hier erzielten Ergebnisse durch 
eine quantitative Erfassung der Promotor-Methylierung bestätigt werden, denn es erscheint 
unwahrscheinlich, die bestenfalls semi-quantitative Methode der MSP als Labor-
übergreifende diagnostische Methode zu etablieren. Die Methode der Pyrosequenzierung 
bietet sich dafür zunehmend als Methode der Wahl an, da diese es aufgrund ihres hohen 
Auflösungsvermögens zusätzlich ermöglicht, Promotorregionen mit einer hohen 
diskriminatorischen Kraft von solchen mit einer minderen Relevanz zu trennen. Schließlich 
spielen bei der erfolgreichen Einführung eines neuen Markers in der pathologischen 
Diagnostik auch finanzielle Aspekte eine Rolle, so dass ein idealer Test schnell und 
kostengünstig durchgeführt werden muss.  
Durch die kürzliche Einführung epigenomweiter Analysemethoden wird zukünftig die 
Identifikation epigenetischer Marker für humane Krebserkrankungen erheblich erleichtert 
werden. Daneben wird aber vermutlich der hier angewandte Kandidaten-Gen Ansatz 
seinen Platz in der onkologischen Forschung weiter behaupten, da eine funktionelle und 
tumorbiologische Charakterisierung solcher potenziellen Marker im komplexen Netzwerk 
der Tumorgenese unabdingbar ist. 
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6.4 Tabellen 
 
Tabelle A1: Kliniko-pathologische Faktoren des verwendeten Tumorkollektivs in Bezug zur 
SFRP1 Promotormethylierung. 
 
SFRP1 Promotor 
Variable Kategorisierung 
na Unmethylierte DNA (%) 
Methylierte 
DNA (%) P
d 
Total  204 38 (19) 166 (81)  
Kliniko-pathologische Faktoren 
Alter 
 ≤ 50 Jahre 65 11 (17) 54 (83) 
 ≥ 50 Jahre 139 27 (19) 112 (81) 
0.413 
Tumor Größeb 
 pT1 73 12 (16) 61 (84) 
 pT2-4 116 22 (19) 94 (81) 0.407 
Nodal-Statusb 
 pN negativ 92 20 (22) 72 (78) 
 pN positiv 88 14 (16) 74 (84) 0.346 
Lymphknotenbefall 
 0% 92 20 (22) 72 (78) 
 1-30% 38 3 (8) 35 (92) 
 > 30% 31 5 (16) 26 (84) 
0.155 
Fernmetastasierungb 
 pM0 72 8 (11) 64 (89) 
 pM1 13 1 (8) 12 (92) 1.0 
Histologischer Grad 
 G1 und G2 111 21 (19) 90 (81) 
 G3 79 13 (17) 66 (84) 0.705 
Östrogenrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 64 13 (20) 51 (80) 
 Positiv (IRS 3-12) 128 23 (18) 105 (82) 0.699 
Progesteronrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 70 16 (23) 54 (77) 
 Positiv (IRS 3-12) 122 20 (16) 102 (84) 0.337 
HER2-Status 
 Negativ (0, 1+) 55 15 (27) 40 (73) 
 Positiv (2+, 3+) 19 8 (42) 11 (58) 0.259 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. bUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 
et al. [2002]. cIRS=Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [1987]. dFishers Exakt-Test. Signifikante P-Werte sind in 
Fettschrift dargestellt. 
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Tabelle A2: Kliniko-pathologische Faktoren des verwendeten Tumorkollektivs in Bezug zur 
SFRP2 Promotormethylierung. 
 
SFRP2 Promotor 
Variable Kategorisierung 
na Unmethylierte DNA (%) 
Methylierte 
DNA (%) P
d 
Total  199 34 (17) 165 (83)  
Kliniko-pathologische Faktoren 
Alter 
 ≤ 50 Jahre 64 14 (22) 50 (78) 
 ≥ 50 Jahre 135 20 (15) 115 (86) 
0.231 
Tumor Größeb 
 pT1 70 11 (16) 59 (84) 
 pT2-4 114 19 (17) 95 (83) 1.0 
Nodal-Statusb 
 pN negativ 90 20 (22) 70 (78) 
 pN positiv 85 10 (12) 75 (88) 0.074 
Lymphknotenbefall 
 0% 90 20 (22) 70 (78) 
 1-30% 38 4 (11) 34 (90) 
 > 30% 31 4 (13) 27 (87) 
0.259 
Fernmetastasierungb 
 pM0 72 10 (14) 62 (86) 
 pM1 13 1 (8) 12 (92) 1.0 
Histologischer Grad 
 G1 und G2 109 13 (12) 96 (88) 
 G3 76 17 (22) 59 (78) 0.069 
Östrogenrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 64 13 (20) 51 (80) 
 Positiv (IRS 3-12) 123 17 (14) 106 (86) 0.295 
Progesteronrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 70 14 (20) 56 (80) 
 Positiv (IRS 3-12) 117 16 (14) 101 (86) 0.304 
HER2-Status 
 Negativ (0, 1+) 49 10 (20) 39 (80) 
 Positiv (2+, 3+) 20 4 (20) 16 (80) 1.0 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. bUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 
et al. [2002]. cIRS=Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [1987]. dFishers Exakt-Test. Signifikante P-Werte sind in 
Fettschrift dargestellt. 
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Tabelle A3: Kliniko-pathologische Faktoren des verwendeten Tumorkollektivs in Bezug zur 
SFRP5 Promotormethylierung. 
 
SFRP5 Promotor 
Variable Kategorisierung 
na Unmethylierte DNA (%) 
Methylierte 
DNA (%) P
d 
Total  169 46 (27) 123 (73)  
Kliniko-pathologische Faktoren 
Alter 
 ≤ 50 Jahre 56 23 (41) 33 (59) 
 ≥ 50 Jahre 113 23 (20) 90 (80) 
0.006 
Tumor Größeb 
 pT1 62 15 (24) 47 (76) 
 pT2-4 93 23 (25) 70 (75) 1.0 
Nodal-Statusb 
 pN negativ 75 19 (25) 56 (75) 
 pN positiv 72 18 (25) 54 (75) 1.0 
Lymphknotenbefall 
 0% 75 19 (25) 56 (75) 
 1-30% 38 8 (21) 30 (79) 
 > 30% 31 10 (32) 21 (68) 
0.679 
Fernmetastasierungb 
 pM0 72 18 (25) 54 (75) 
 pM1 12 1 (8) 11 (92) 0.282 
Histologischer Grad 
 G1 und G2 91 19 (21) 72 (79) 
 G3 65 20 (31) 45 (69) 0.191 
Östrogenrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 57 14 (25) 43 (75) 
 Positiv (IRS 3-12) 101 25 (25) 76 (75) 1.0 
Progesteronrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 59 14 (24) 45 (76) 
 Positiv (IRS 3-12) 99 25 (25) 74 (75) 1.0 
HER2-Status 
 Negativ (0, 1+) 27 4 (15) 23 (85) 
 Positiv (2+, 3+) 13 7 (54) 6 (46) 0.020 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. bUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 
et al. [2002]. cIRS=Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [1987]. dFishers Exakt-Test. Signifikante P-Werte sind in 
Fettschrift dargestellt. 
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Tabelle A4: Kliniko-pathologische Faktoren des verwendeten Tumorkollektivs in Bezug zur WIF1 
Promotormethylierung. 
 
WIF1 Promotor 
Variable Kategorisierung 
na Unmethylierte DNA (%) 
Methylierte 
DNA (%) P
d 
Total  170 65 (38) 105 (62)  
Kliniko-pathologische Faktoren 
Alter 
 ≤ 50 Jahre 60 27 (45) 33 (55) 
 ≥ 50 Jahre 110 38 (35) 72 (65) 
0.191 
Tumor Größeb 
 pT1 63 24 (38) 39 (62) 
 pT2-4 92 34 (37) 58 (63) 1.0 
Nodal-Statusb 
 pN negativ 73 29 (40) 44 (60) 
 pN positiv 74 28 (38) 46 (62) 0.866 
Lymphknotenbefall 
 0% 73 29 (40) 44 (60) 
 1-30% 38 13 (34) 25 (66) 
 > 30% 30 12 (40) 18 (60) 
0.873 
Fernmetastasierungb 
 pM0 72 28 (39) 44 (61) 
 pM1 13 2 (15) 11 (85) 0.126 
Histologischer Grad 
 G1 und G2 90 28 (31) 62 (69) 
 G3 66 30 (46) 36 (55) 0.093 
Östrogenrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 59 25 (42) 34 (58) 
 Positiv (IRS 3-12) 99 33 (33) 66 (67) 0.306 
Progesteronrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 60 26 (43) 34 (57) 
 Positiv (IRS 3-12) 98 32 (33) 66 (67) 0.234 
HER2-Status 
 Negativ (0, 1+) 24 10 (42) 14 (58) 
 Positiv (2+, 3+) 16 8 (50) 8 (50) 0.748 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. bUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 
et al. [2002]. cIRS=Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [1987]. dFishers Exakt-Test. Signifikante P-Werte sind in 
Fettschrift dargestellt. 
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Tabelle A5: Kliniko-pathologische Faktoren des verwendeten Tumorkollektivs in Bezug zur DKK3 
Promotormethylierung. 
 
DKK3 Promotor 
Variable Kategorisierung 
na Unmethylierte DNA (%) 
Methylierte 
DNA (%) P
d 
Total  176 69 (39) 107 (61)  
Kliniko-pathologische Faktoren 
Alter 
 ≤ 50 Jahre 58 31 (53) 27 (47) 
 ≥ 50 Jahre 118 38 (32) 80 (68) 
0.009 
Tumor Größeb 
 pT1 66 27 (41) 39 (59) 
 pT2-4 95 33 (35) 62 (65) 0.508 
Nodal-Statusb 
 pN negativ 80 34 (43) 46 (58) 
 pN positiv 73 24 (33) 49 (67) 0.246 
Lymphknotenbefall 
 0% 80 34 (43) 46 (58) 
 1-30% 38 15 (40) 23 (61) 
 > 30% 31 8 (26) 23 (74) 
0.280 
Fernmetastasierungb 
 pM0 72 29 (40) 43 (60) 
 pM1 13 2 (15) 11 (85) 0.120 
Histologischer Grad 
 G1 und G2 95 33 (35) 62 (65) 
 G3 67 28 (42) 39 (58) 0.412 
Östrogenrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 57 23 (40) 34 (60) 
 Positiv (IRS 3-12) 107 39 (36) 68 (64) 0.735 
Progesteronrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 60 24 (40) 36 (60) 
 Positiv (IRS 3-12) 104 38 (38) 66 (64) 0.739 
HER2-Status 
 Negativ (0, 1+) 32 9 (28) 23 (72) 
 Positiv (2+, 3+) 14 7 (50) 7 (50) 0.189 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. bUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 
et al. [2002]. cIRS=Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [1987]. dFishers Exakt-Test. Signifikante P-Werte sind in 
Fettschrift dargestellt. 
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Tabelle A6: Kliniko-pathologische Faktoren des verwendeten Tumorkollektivs in Bezug zur ITIH5 
Promotormethylierung. 
 
ITIH5 Promotor 
Variable Kategorisierung 
na Unmethylierte DNA (%) 
Methylierte 
DNA (%) P
d 
Total  171 55 (32) 116 (68)  
Kliniko-pathologische Faktoren 
Alter 
 ≤ 50 Jahre 57 26 (46) 31 (54) 
 ≥ 50 Jahre 114 29 (25) 85 (75) 
0.009 
Tumor Größeb 
 pT1 63 25 (40) 38 (60) 
 pT2-4 93 24 (26) 69 (74) 0.080 
Nodal-Statusb 
 pN negativ 73 34 (44) 41 (56) 
 pN positiv 75 14 (19) 61 (81) 0.001 
Lymphknotenbefall 
 0% 73 32 (44) 41 (56) 
 1-30% 38 10 (26) 28 (74) 
 > 30% 30 4 (13) 26 (87) 
0.006 
Fernmetastasierungb 
 pM0 72 25 (35) 47 (65) 
 pM1 13 1 (8) 12 (92) 0.058 
Histologischer Grad 
 G1 und G2 94 33 (33) 63 (67) 
 G3 63 19 (30) 44 (70) 0.730 
Östrogenrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 57 16 (28) 41 (72) 
 Positiv (IRS 3-12) 102 33 (32) 69 (68) 0.597 
Progesteronrezeptor-Status 
 Negativ (IRSc 0-2) 57 16 (28) 41 (72) 
 Positiv (IRS 3-12) 102 33 (32) 69 (68) 0.597 
HER2-Status 
 Negativ (0, 1+) 27 7 (26) 20 (74) 
 Positiv (2+, 3+) 14 7 (50) 7 (50) 0.170 
 
aWeibliche Patientinnen mit primärem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. bUICC: TNM Klassifikation nach Wittekind 
et al. [2002]. cIRS=Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner [1987]. dFishers Exakt-Test. Signifikante P-Werte sind in 
Fettschrift dargestellt. 
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6.5 Klassifikation maligner Tumore 
 
 
Tumore werden gemäß UICC in einer TNM-Klassifikation [Wittekind et al., 2002] in den 
Kategorien Tumorgröße (pT), Nodal-Status (pN) und Fernmetastasen-Status (pM) 
unterschieden. 
 
 
pT - Primärtumor 
pTx  Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
pT0   kein Anhalt für Primärtumor 
Tis  Carcinoma in situ 
pT1  Tumor bis 2 cm in größter Ausdehnung 
pT1a  Tumor bis 0.5 cm 
pT1b  Tumor 0.5 - 1 cm 
pT1c  Tumor 1 - 2 cm 
pT2  Tumor > 2 cm, aber ≤ 5 cm in größter Ausdehnung 
pT3  Tumor > 5 cm in größter Ausdehnung 
pT4  Tumor jeder Größe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut 
pT4a  mit Ausdehnung auf die Brustwand 
pT4b  mit Ödem, Ulzeration der Brusthaut oder Satellitenmetastasen der Haut 
pT4c  Kriterien 4a und 4b gemeinsam 
pT4d  inflammatorisches Karzinom 
 
 
pN – regionäre Lymphknoten 
pNx   regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
pN0   keine regionären Lymphknotenmetastasen 
pN1   Metastasen in beweglichen ipsilateralen axillären Lymphknoten 
pN1a   nur Mikrometastasen, keine > 0.2 cm 
pN1b   Metastasen in Lymphknoten, zumindest eine > 0.2 cm 
pN1bI   Metastasen in 1 - 3 Lymphknoten, eine > 0.2 cm aber alle < 2 cm 
pN1bII  Metastasen in 4 oder mehr Lymphknoten, eine > 0.2 cm, aber alle < 2 cm 
pN1bIII  Ausdehnung der Metastasen über die Lymphknotenkapsel hinaus (alle < 2 cm) 
pN1bIV  Metastasen in Lymphknoten ≥ 2 cm in größter Ausdehnung 
pN2  Metastasen in ipsilateralen axillären Lymphknoten, untereinander fixiert 
pN3   Metastasen in Lymphknoten entlang der Arteria mammaria interna 
 
 
pM – Fernmetastasierung 
pMx  Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden 
pM0   keine Fernmetastasen vorhanden 
pM1   Fernmetastasen liegen vor 
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Neben der TNM-Klassifikation wird eine histo-pathologische Tumorgraduierung 
beschrieben. Dabei werden die Kriterien Tubulusbildung, Kernpleomorphie und Mitoserate 
nach Elston und Ellis bestimmt [1993], und daraufhin der Malignitätsgrad des Tumors 
beurteilt. 
 
 
Tab. A7: Histo-pathologische Graduierung beim Brustkrebs. 
 
Merkmale Kriterien Score-Werte 
Tubulusausbildung 75% 
10 - 75% 
< 10% 
1 
2 
3 
Kernpolymorphie Gering 
Mittelgradig 
Stark 
1 
2 
3 
Mitoserate 0 - 5/10 HPF 
6 - 11/10 HPF 
≥ 12/10 HPF 
1 
2 
3 
Summenscore                                                                           3 - 9 
     
    HPF, high power field (= 400-fache Vergrößerung im Mikroskop). 
 
 
Tab. A8: Beurteilung des Summenscores bei der histo-pathologischen Graduierung. 
 
Summenscore Malignitätsgrad G-Gruppe Definition 
3, 4, 5 Gering G1 Gut differenziert 
6, 7 Mäßig G2 Mäßig differenziert 
8, 9 Hoch G3 Entdifferenziert 
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